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classification of tumors is still problematic. Studies have shown that radiotherapy can 
enhance tumor immunogenicity. In this study, we cytometrically determined the 
MHC-1 and PD-L1 expression on live cells after irradiation with doses ranging from 6 
to 24 Gy in vitro. Furthermore, we tested and compared the proliferation and 
radiosensitivity of B16F10, CT26 and 4T1 cells using proliferation and clonogenic 
assays, respectively. We showed that proliferation rate of cells B16F10, CT26 and 4T1 
was comparable. B16F10 cells are significantly more radiosensitive than CT26 and 
4T1 cells. MHC-1 expression was significantly higher in non-irradiated CT26 and 4T1 
(>99 %) cells compared to non-irradiated B16F10 cells (~2.4 %). Ionizing radiation 
significantly increased MHC-1 expression on B16F10 cells with all doses tested, while 
MHC-1 expression on CT26 and 4T1 cells remained unchanged. Moreover, PD-L1 
expression was increased on B16F10, CT26 and 4T1 cells after irradiation (6-24 Gy). 
To conclude, our study showed that irradiation affects PD-L1 and MHC-1 expression 
on B16F10, 4T1 and CT26 tumor cells. 
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CT26  celična linija mišjega kolorektalnega karcinoma 
DC  dendritska celica (ang. dendritic cell) 
DT  podvojitveni čas (ang.doubling time) 
ECM  zunajcelični matriks (ang. extracellular matrix) 
FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
HPV  humani papiloma virus 
MDSC  mieloidne supresorske celice (ang. myeloid-derived suppressor cell) 
MHC-1 poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda 1 (ang. Major 
histocompatibility complex class I) 
MFI srednja fluorescentna inteziteta (ang. mean fluorescent intensity) 
NK celica naravna celica ubijalka (ang. natural killer cells) 
PBS fosfatni pufer (ang. phosphate buffered saline) 
PD-1/PD-L1 receptor programirane celične smrti/ ligand 1 za receptor programirane celične 
smrti 1 (ang. programmed cell death protein 1/programmed cell death ligand 
1) 
PE uspešnost nasaditve (ang. platting efficiency) 
SF delež preživelih celic (ang. surviving fraction) 
SNV različica posameznega nukleotida (ang. single nucleotide variation) 
Treg celica T zaviralka (ang. regulatory T cell) 
4T1 celična linija mišjega mamarnega karcinoma 
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1 UVOD 
 
Rak je eden od vodilnih vzrokov smrti v svetu. Incidenca večine rakavih bolezni se zaradi 
staranja prebivalstva povečuje, spet drugih pa zaradi preventive zmanjšuje. Spodbudno je, da 
se umrljivost zaradi raka zmanjšuje, kar je posledica novejših diagnostičnih in terapevtskih 
pristopov („SLORA“, 2018). Rak je skupek celic, ki nekontrolirano proliferirajo, invadirajo v 
okoljna tkiva ter metastazirajo. Pomembno vlogo v večstopenjskem procesu razvoja raka ima 
imunski sistem (Novaković, 2018). 
 
Imunogenost tumorja je sposobnost tumorja, da izzove specifičen imunski odgovor, ki bi 
lahko preprečil njegovo rast. Mehanizem predstavitve in prepoznavanja antigenov na 
poglavitnem kompleksu tkivne skladnosti razreda I (ang. major histocompatibility complex 
class 1; MHC-1) je eden ključnih dogodkov, ki določa imunogenost tumorja. Tumorske celice 
se lahko izognejo imunskemu sistemu tudi preko kontrolnih točk imunskega odziva (ang. 
immune checkpoints). Eden od mehanizmov je povišano izražanje PD-L1 (ang. programmed 
death-ligand 1) v plazmalemi tumorskih celic (Dunn in sod., 2004). 
 
Imunsko razvrščanje tumorskih celic, posebno prisotnost PD-L1 in MHC-1 ter mutacijsko 
breme, je pomemben prognostični dejavnik (Hamanishi in sod., 2007; Johnson in sod., 2016). 
Kljub obsežnem naboru podatkov je danes imunsko razvrščanje tumorjev še vedno 
problematično. Medtem ko sta melanom (B16F10) in kolorektalni karcinom (CT26) glede na 
mutacijsko breme ovrednotena kot dobro imunogena, je mamarni karcinom (4T1) slabše 
imunogen (Castle in sod., 2014). 
 
Kombinacija imunoterapije in radioterapije se je pokazala kot zelo uspešna za zdravljenje 
tako imunogenih kot tudi slabše imunogenih tumorjev. Eden od učinkov ionizirajočega 
sevanja je namreč tudi povišanje izražanja PD-L1 in MHC-1 v plazmalemi tumorskih celic, ki 
naredi tumorje bolj imunogene oziroma omogoči boljši odgovor na imunoterapijo (Park in 
sod., 2014)  
 
Imunološkega razvrščanja celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 glede na prisotnost MHC-1 in 
PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic v literaturi nismo zasledili. Prav tako nismo zasledili 
podatkov o vplivu ionizirajočega sevanja na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi 
omenjenih celičnih linij ter njihovo primerjavo. 
 
1.1 NAMEN 
 
V magistrski nalogi smo ovrednotili tri imunogeno raznolike celične linije, to so B16F10, 
CT26 in 4T1. Natančneje, namen magistrske naloge je bil: 
 
 Ovrednotiti in primerjati morfološke značilnosti neobsevanih in obsevanih celic treh 
tumorskih celičnih linij. 
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 Primerjati proliferacijo in klonogenost neobsevanih in obsevanih celic treh tumorskih 
celičnih linij. 
 Kvantificirati in primerjati prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi obsevanih in 
neobsevanih celic treh tumorskih celičnih linij. 
 
1.2 HIPOTEZE 
 
1. Celice treh celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 imajo primerljive proliferacijske in 
klonogene lastnosti. 
2. Ionizirajoče sevanje poveča delež MHC-1 pozitivnih celic B16F10, CT26 in 4T1. 
3. Ionizirajoče sevanje poveča delež PD-L1 pozitivnih celic B16F10, CT26 in 4T1. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RAK KOT BOLEZEN 
 
Rak ni bolezen moderne dobe. Prvi zapisi, stari več kot 3000 let, opisujejo raka dojke, prve 
primere kostnih tumorjev pa so opazili na mumijah, starih več kot 5000 let. Čeprav človek že 
od takrat išče možne načine zdravljenja, to še vedno ni doseglo želenega cilja (Paraic, 2007). 
 
Zaradi javno zdravstvenih uspehov, med katere sodi tudi preprečevanje širjenja nalezljivih 
bolezni, se je življenjska doba prebivalstva podaljšala. Iz tega razloga se povečuje delež ljudi 
v letih, ko je pojavnost raka najpogostejša (po 65. letu starosti). Pričakovati je, da bo breme te 
bolezni v svetu, pa tudi v Sloveniji, v prihodnosti vse večje. Poleg življenjske dobe na 
pojavnost raka vplivajo tudi številni dejavniki iz okolja, življenjski slog, dedna nagnjenost ter 
naključni dogodki. Incidenca predstavlja število novih primerov raka v določenem časovnem 
intervalu. V obdobju od leta 2010 do leta 2014 je v Sloveniji incidenca raka znašala 13561. 
Odkritih je bilo 7387 novih primerov raka pri moških ter 6175 novih primerov pri ženskah. 
Med najpogostejšimi raki so bili kožni rak, rak črevesa in danke, rak pljuč, dojke in prostate. 
V primerjavi z umrljivostjo, incidenca raka narašča hitreje, kar je dober pokazatelj zgodnjega 
odkrivanja rakavih obolenj in razvoja boljših metod zdravljenja (SLORA, 2018). 
 
2.2 DEJAVNIKI 
 
Razvoj raka je zapleten večstopenjski proces, ki ga ni mogoče povezati z enim samim 
dejavnikom. Je rezultat vpliva številnih nevarnostnih dejavnikov, za katere smo, med drugim, 
z načinom življenja odgovorni sami. Najnevarnejši dejavniki, povezani z načinom življenja, 
so debelost, čezmerno uživanje alkoholnih pijač, kajenje in sedeč način življenja. Povzročajo 
predvsem raka na debelem črevesu in danki, raka na dojki ter pljučnega raka. Rak je tudi 
rezultat vpliva različnih kemijskih, fizikalnih in bioloških dejavnikov ter dedne nagnjenosti 
(Zadnik in Primic-Žakelj, 2018). Od bioloških dejavnikov raka povzročajo predvsem virusi 
kot so hepatitis B, Epstein Barr virus ali pa humani papiloma virus (HPV), ki povzroča raka 
na materničnem vratu (Müller-Coan in sod., 2018). Od mikroorganizmov je najbolj znana 
bakterija Helicobacter pylori, ki povzroča raka želodca (Venneman in sod., 2018). Med 
fizikalne dejavnike spadata ionizirajoče sevanje ter UV območje sončnega spektra, med 
kemijske dejavnike pa uvrščamo različne nevarne snovi kot so benzen, težke kovine, azbest 
ali pa sestavine tobačnega dima. Sevanje lahko povzroči katerokoli obliko raka, medtem ko 
kemijski dejavniki v največji meri povzročajo pljučnega raka, popljučnice, potrebušine, raka 
kože, raka sečnega mehurja, jeter, ledvic in bezgavk (Zadnik in Primic-Žakelj, 2018). 
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2.3 KANCEROGENEZA 
 
Po klonalni teoriji nastanka raka, rak nastane iz samo ene spremenjene celice, ki je lahko 
katerakoli celica v organizmu (Messerschmidt in sod., 2017). Kancerogeneza je večstopenjski 
proces, v katerem normalne celice pridobijo funkcionalne značilnosti tumorskih celic ter v 
končni fazi malignih celic. Iniciacija sama pomeni začetek nastanka rakave celice ter je 
posledica delovanja kancerogenov, ki delujejo kot mutageni in spreminjajo genetski zapis. Te 
spremembe morajo biti ireverzibilne in se prenašati v naslednjo generacijo. V fazi promocije 
se celice delijo in preko delovanja promotorskih dejavnikov, ki niso kancerogeni (npr. 
dioksin, mikotoksin, hormoni), nabirajo kritične mutacije. Za promotorske dejavnike je 
značilno, da ne nujno direktno vplivajo na DNA, ampak lahko svojim delovanjem skrajšajo 
čas, ki je potreben za nastanek rakave celice. V naslednji fazi, progresiji, se zgodi maligna 
konverzija in celice začnejo izražati maligne lastnosti (Novaković, 2018). 
 
Maligni tumorji niso skupek povsem homogene populacije tumorskih celic z enakimi 
lastnostmi, temveč so to tkiva, sestavljena iz različnih malignih in nemalignih celic, ki 
predstavljajo tumorsko mikrookolje (Novaković, 2018). Tumorsko mikrookolje sestavljajajo 
fibroblasti, miofibroblasti, endotelne celice, imunske celice, maščobne celice, nevroendokrine 
celice ter zunajcelični matriks (ang. extracellular matrix; ECM). Tumorsko mikrookolje 
posredno ali neposredno vpliva na tumorsko celico, povzroča kopičenje različnih sprememb 
ter lahko spodbuja rast tumorja in metastaziranje (Binnewies in sod., 2018). 
 
 
Slika 1: Potek maligne transformacije celic – kancerogeneza (Novaković, 2018). 
 
2.3.1 Značilnosti rakavih celic 
 
Leta 2000 sta Hananah in Weinberg predstavila model, ki opisuje značilnosti malignih celic, 
pridobljene na poti pretvorbe v maligno celico (Hanahan in Weinberg, 2000): 
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 Samozadostnost v proizvodnji rastnih signalov, 
 neobčutljivost na rastne zaviralce, 
 omogočanje reproduktivne nesmrtnosti, 
 upiranje celični smrti,  
 indukcija angiogeneze, 
 aktivacija invazije in metastaziranja. 
 
Šest osnovnih funkcionalnih značilnosti rakavih celic sta Hanahan in Weinberg leta 2011 
dopolnila z dodatnimi štirimi značilnostmi. Prva značilnost je izogibanje imunskemu sistemu, 
druga pa modifikacija ali reprogramiranje metabolizma (Warburgov učinek). Pomembno 
vlogo pri pridobitvi vseh omenjenih značilnosti imata genomska nestabilnost in s tumorji 
povezano vnetno stanje, ki ga poganjajo celice imunskega sistema (Hanahan in Weinberg, 
2011). 
 
Slika 2: Značilnosti rakavaih celic (Hanahan in Weinberg, 2011; 668) 
 
2.3.1.1 Izogibanje imunskemu sistemu 
 
Celice pridobljenega in prirojenega imunskega sistema v tumorskem mikrookolju so ključen 
regulator razvoja tumorja, ki lahko spodbuja ali inhibira njegovo rast, invazijo ter 
metastaziranje. Med razvojem tumorja so tumorske celice ves čas v interakciji z imunskimi 
celicami oziroma izpostavljene imunskemu urejanju. Imunsko preurejanje vključuje tri med 
seboj povezane faze: eliminacijo tumorskih celic, ravnovesje med tumorskimi in imunskimi 
celicami ter na koncu pobeg tumorskih celic (Dunn in sod., 2004). 
 
6 
Maruna M.Vpliv ionizirajočega sevanja na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi clic treh mišjih tumorskih celičnih linij in vitro. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
Faza eliminacije je proces, sestavljen iz več korakov, ki temelji na imunskem nadzorovanju, 
prepoznavanju tumoskih celic ter njihovem izločanju. Začne se s prepoznavanjem tumorskih 
celic preko (neo)antigenov, ki jih privzamejo predstavitvene celice za antigene (ang. antigen-
presenting cells; APC), predvsem dendritske celice (ang. dendritic cell; DC). DC tumorske 
antigene procesirajo, nato pa potujejo v limfoidne strukture, kjer tumorske antigene 
predstavljajo T celicam in naravnim celicam ubijalkam (ang. natural killer cells; NK celice). 
Temu sledi aktivacija efektorskih celic in potovanje le teh do tumorja. V tumorju celice T 
ubijalke ali CD8+celice (ang. cytotoxic T cells; CTL) prepoznavajo tumorske antigene in 
specifično ubijajo tumorske celice, celice T pomagalke ali CD4+ celice (ang. helper T cells) pa 
izločajo številne imunostimulatorne citokine. Z ubijanjem tumorskih celic se sprošča še več 
tumorskih antigenov, ki aktivacijo imunskega sistema še potencirajo (Motz in Coukos, 2013). 
Kljub temu, da ima imunski sistem učinkovit način odstranjevanja tumorskih celic, lahko 
neprekinjeno delovanje imunskih celic na genetsko nestabilne tumorske celice privede do 
prehoda tumorskih celic v naslednjo fazo imunskega urejanja, fazo ravnovesja. Namreč, 
neprekinjeno delovanje imunskega sistema na tumorske celice lahko povzroča kopičenje 
naključnih mutacij in nastanek tumorskih celic, ki izražajo manj imunogen fenotip in si s tem 
zagotovijo odpornost na efektorske celice imunskega sistema ter tudi preživetje v tumorskem 
mikrookolju. Faza ravnovesja predstavlja fazo mirovanja, v kateri sta proliferacija in 
ekspanzija tumorskih celic v ravnovesju s pridobljenim imunskim sistemom. Ta faza je 
najdaljša faza imunskega urejanja. Ko imunski sistem izgubi nadzor nad tumorskimi celicami, 
tumorske celice vstopijo v zadnjo fazo, fazo imunskega urejanja (Kim in sod., 2007). Pobeg 
tumorskih celic ali imunska evazija je odvisna od funkcionalne izčrpanosti imunskega 
sistema, ter od zmožnosti tumorskih celic, da nevtralizirajo imunsko prepoznavanje antigena. 
Odvisna je tudi od pomanjkljivega imunskega prepoznavanja tumorskih celic, povečanja 
odpornosti tumorskih celic na apoptozo ter razvoja imunosupresivnega mikookolja (Passarelli 
in sod., 2017). 
 
2.4 VRSTE TUMORJEV 
 
Razvrščanje tumorjev je zelo pomembno, saj v kliniki pomaga pri napovedovanju izida 
bolezni in pri določanju načina zdravljenja (Khan in Pelengaris, 2006). Delitev je lahko 
patološka, glede na genetsko ozadje, na mesto oziroma organ nastanka, stopnjo agresivnosti 
tumorja ter glede na imunološki status. 
 
Glede na genetsko ozadje tumorje razdelimo na somatsko obliko, ki je posledica somatskih 
mutacij, ter dedno obliko, ki je posledica mutacij v spolnih celicah. Za dedne tumorje je 
značilno, da podedovane mutacije skrajšajo sam proces nastanka maligne celice. Zato so 
ljudje, ki podedujejo takšne mutacije, mnogo bolj ogroženi za razvoj različnih vrst tumorjev 
(Zadnik in Primic-Žakelj, 2018).  
 
Glede stopnje agresivnosti rasti tumorje razdelimo v dve kategoriji, na benigne in maligne 
tumorje. Benigni tumorji so tumorji, ki rastejo lokalno in ne vdirajo v okoliška tkiva. Slednji 
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večinoma ne poškodujejo gostitelja, razen v primerih, ko njihova ekspanzija pritiska na 
vitalne organe in tkiva ter moti njihovo funkcijo. Na drugi strani maligni tumorji vdirajo v 
sosednja tkiva in metastazirajo. Velika večina smrtnosti, ki je povezana z rakom, izhaja iz 
malignih tumorjev, natančneje iz metastaz, ki so nastale iz malignega tumorja (Weinberg, 
2013).  
 
Raka lahko tudi razvrščamo glede na mesto nastanka oziroma glede na organ, iz katerega 
izhaja (govorimo npr. o raku dojke ali pljučnem raku). Razvrščamo jih tudi na podlagi 
izvornega tkiva in sicer v štiri kategorije (Khan in Pelengaris, 2006): 
 
 Karcinomi – maligni tumorji iz epitelnih celic, ki gradijo večino telesnih organov in 
tkiv. Karcinomi predstavljajo 80 % vseh diagnosticiranih rakov. 
 Sarkomi – maligni tumorji, ki izvirajo iz kosti, hrustanca, maščobnih in mišičnih celic 
ter iz celic podpornega in vezivnega tkiva. 
 Levkemija – rak, ki izvira iz krvotvornih tkiv in povzroča nastanek velikega števila 
nenormalnih krvnih celic. 
 Limfomi – rak, ki izvira iz celic imunskega sistema. 
 
V zadnjem času je razvrščanje tumorskih celic in tumorskega mikrookolja glede na 
imunološki status zelo pomemben prognostični dejavnik ter napovedni dejavnik pri 
imunoterapiji (Tumeh in sod., 2014).  
 
2.5 IMUNOGENOST TUMORJEV 
 
Imunogenost tumorja je sposobnost tumorja, da izzove specifičen imunski odgovor, ki bi 
lahko preprečil njegovo rast. Pomembno vlogo pri določanju imunogenosti tumorja imata 
mutacijsko breme tumorja ter prisotnost poglavitnega kompleksa tkivne skladnosti razreda I 
(MHC-1) in kontrolnih točk imunskega odziva v plazmalemi tumorskih celic. Poleg tega je 
pomembna tudi imunogenost tumorskega mikrookolja. Imunogeno tumorsko mikrookolje 
(ang. hot) poleg imunogenih tumorskih celic sestavljajo še inflitrirani T limfociti, druge 
imunske celice kot so NK, DC, granulociti, celice B ter imunostimulatorni citokini in 
kemokini. Obratno je pri neimunogenem tumorskem mikrookolju (ang. cold), kjer 
prevladujejo imunosupresivni signali in celice (Blankenstein in sod., 2012). 
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Slika 3: Tumorski imunogram (Blank in sod., 2016; 660). 
 
Z namenom, da bi ovrednotili imunsko ozadje v tumorju, so združenja „Society for 
Immunotherapy of Cancer (SITC)”, „European Academy of Tumor Immunology”, „Cancer 
and Inflammation Program”, „National Cancer Institute”, „National Institutes of Health 
(NIH)” in „La Fondazione Melanoma” začeli skupen projekt in predlagali razvrščanje 
„Immunoscore” („IMMUNOSCORE“, 2018). Kljub temu je razvrščanje tumorjev po 
imunogenosti danes še vedno problematično saj kriteriji in meje za posamezne dejavnike niso 
točno določeni in standardizirani. 
 
V magistrski nalogi se bomo osredotočili na razvrščanje tumorjev glede na: 
 
 mutacijsko breme 
 infiltracijo imunskih celic v tumor 
 prisotnost MHC-1 v plazmalemi tumorskih celic 
 prisotnost PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic. 
 
2.5.1 Mutacijsko breme 
 
Nastanek tumorske celice poganjajo predvsem somatske mutacije kot so točkovne mutacije, 
strukturne preureditve ali pa različica v številu kopij (ang. copy number variation; CNV). To 
so gonilne mutacije za nastanek raka, ki predvsem stimulirajo celično delitev in/ali so vpleteni 
v mehanizme podvojevanja DNA, aktivacijo popravljalnih mehanizmov ter sprožanje 
apoptoze. Na drugi strani so prisotne še prikrite mutacije, ki so biološko nevtralne in ne 
prispevajo neposredno k razvoju tumorja. Nastanku tumorske celice tudi lahko prispevajo 
epigenetske modifikacije (Greenman in sod., 2007). Velika večina mutacij je specifičnih za 
vsakega pacienta ter tudi vsak tumor ima lasten nabor somatskih mutacij, kar imenujemo 
mutanom (Vormehr in sod., 2016). Z imunološkega stališča so najbolj pomembne somatske 
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mutacije, ki določajo imunogenost tumorja in s tem pripomorejo k pobegu tumorskih celic 
(Wellenstein in Visser, 2018). Med nje sodijo tudi mutacije, ki so vir tumorskih antigenov. 
Namreč, glavna vloga pridobljene imunosti je prepoznavanje in uničenje celic, ki izražajo tuje 
antigene. Rizvi in sod. (2015) so pokazali, da so tumorji, ki imajo večje mutacijsko breme, 
tudi vir tumorskih antigenov oziroma neoantignov, ki lahko izzovejo delovanje imunskega 
sistema ter odstranjevanje tumorskih celic. Na drugi strani so antigeni tumorjev z nizkim 
mutacijskim bremenom bolj podobni gostiteljevim. Zaradi podobnosti jih imunski sistem ne 
prepoznava kot tuje in celic ne odstranjuje. Poleg že omenjenega, so pomembne tudi mutacije 
v genih, ki so vpleteni v signalne poti in interakcijo tumorskih celic z imunskimi celicami 
(Wellenstein in Visser, 2018). 
 
2.5.2 Infiltracija T celic v tumor 
 
T-limfociti ali T-celice sodijo med celice pridobljene ali specifične imunosti. Njihova 
prisotnost v tumorskem mikrookolju igra pomembno vlogo pri imunskem urejanju tumorja. 
Celice T ubijalke ter tudi celice T pomagalke so glavne efektorske celice, ki v prvi fazi 
imunskega urejanja uspešno izločajo tumorske celice. Infiltracija slednjih celic v tumorskem 
mikrookolju predstavlja pozitivni prognostični dejavnik (Motz in Coukos, 2013). Pomembne 
so tudi NK celice. Natančneje, NK celice prepoznavajo in odstranjujejo tumorske celice, ki ne 
izražajo MHC-1 na svoji površini (Sun in Lanier, 2011). Na drugi strani so v tumorskem 
mikrookolju lahko tudi druge imunske celice kot so celice T zaviralke (ang. regulatory T 
cells; Treg), supresorske celice mieloidnega izvora (ang. myeloid-derived suppressor cell; 
MDSC) in makrofagi tipa 2, ki z izločanjem imunosupresivnih citokinov omejujejo delovanje 
CTL (Mantovani in sod., 2002; Serafini in sod., 2006; Strauss in sod., 2007). Poleg tega se 
tumorske celice lahko izognejo delovanju CTL povečanim izražanjem zaviralnih ligandov kot 
je PD-L1 ali pa znižanim izražanjem MHC-I. 
 
2.5.2.1 Poglavitni kompleks tkivne skladnosti I 
 
Poglavitni kompleksi tkivne skladnosti (MHC) so glikoproteini, prisotni v plazmalemi celic, 
ki imajo temeljno vlogo pri regulaciji imunskega odziva. Zapis za MHC je določen z 
lokusom, ki se pri miših nahaja na 17. kromosomu, pri človeku pa na 6. kromosomu. Pri 
človeku se ta kompleks imenuje HLA (ang. human leukocyte antigens). Pomembna značilnost 
genov za zapis MHC je raznolikost alelnih oblik oziroma polimorfizem ter večje število 
genov v haplotipu oziroma poligenija. Posledica tega je prisotnost več različnih oblik molekul 
MHC, ki vežejo večji nabor antigenov, tako lastnih kot tujih. Na ta način celice celicam 
pridobljene imunosti predstavljajo stanje celice, prisotnost virusnih infekcij ali pa tumorskih 
celic. Tako gene kot glikoproteine MHC glede na funkcijo razdelimo na 3 skupine; MHC-1,-2 
in-3 (Abbas in sod., 2014). 
 
Glikoproteini MHC-1 so sestavljeni iz dveh polipeptidnih verig; α-verige in β-verige ter 
mesta za vezanje peptida oziroma antigena. Prisotni so v plazmalemi vseh celic z jedrom kot 
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sestavni del antigen predstavitvene mašinerije in so odgovorni za predstavljanje antigenov 
celicam pridobljene imunosti oziroma CTL. Proteini, sintetizirani v citosolu, se po 
proteasomalni degradaciji kot peptidi oziroma antigeni transportirajo v endoplazemski retikel, 
kjer se nalagajo na MHC-1. Vezava antigena stabilizira MHC-1 in preko vezikularnega 
transporta se le ta transportira na površino celic. Na površini celic so peptidi izpostavljeni 
imunskemu nadzoru CTL, ki se preko receptorja T celic (TCR) vežejo na MHC-1. CTL 
razlikujejo tuje ali okvarjene antigene, kot so specifični tumorski antigeni, od lastnih 
antigenov in posledično eliminirajo tuje ali okvarjene celice (Garcia-Lora, in sod., 2003; 
Neefjes in sod., 2011). 
 
Tumor je genetsko heterogena populacija tumorskih celic, ki imajo različen vzorec prisotnosti 
MHC-1. Poleg vpliva tumorskega mikrookolja je genetska nestabilnost glavni povzročitelj, ki 
privede do spremembe v prisotnosti MHC-1 ter s tem omogoči pobeg tumorskih celic. 
Namreč, CTL uspešno prepoznavajo tumorske celice, ki imajo prisoten MHC-1 s tujim 
(neo)antigenom in jih eliminirajo, hkrati pa ne prepoznavajo tumorskih celic z nizko 
prisotnostjo ali brez prisotnosti MHC-1. Slednje celice po neuspešnem prepoznavanju s strani 
CTL preživijo in omogočijo nadaljnjo rast tumorja. Genetske aberacije, ki povzročijo 
spremembe v prisotnosti MHC-1 lahko razdelimo na reverzibilne (ang. soft) in ireverzibilne 
(ang. hard). Medtem ko reverzibilne povzročajo delno izgubo MHC-1 v plazmalemi 
tumorskih celic, ireverzibilne aberacije povzročijo popolno izgubo MHC-1 (Garrido in sod., 
2010). 
 
2.5.2.2 Ligand 1 za receptor programirane celične smrti 1 
 
Ubijanje specifično prepoznanih tumorskih celic s strani CTL je poleg vezave MHC-1 – 
antigen – receptor TCR še dodatno regulirana in sicer z najrazličnejšimi kostimulatornimi in 
koinhibitornimi receptorji in njihovimi ligandi. Slednji so opisani kot kontrolne točke 
imunskega odziva. Eden od najbolje raziskanih je koinhibitorni receptor PD-1 na celicah T, 
celicah B in monocitih, ter njegova liganda PD-L1 in PD-L2 (Sun in sod., 2018). 
 
PD-L1 ali B7 homolog 1 (B7-H1) je transmembranski protein, ki je prisoten na različnih 
vrstah celic ter sodi v superdružino imunoglobulinov. Gen, ki ga kodira, se nahaja na 9. 
kromosomu, tako pri miših kot tudi pri človeku. Kontrolna točka imunskega odziva, ki jo 
sestavlja, igra pomembno vlogo pri vzdrževanju ravnovesja med zaščitno imunostjo ter 
imunopatologijo. Še več, zagotovi tudi zaščito organov pred avtoimunim napadom imunskega 
sistema. Z vezavo na receptor PD-1 na površini celic CTL in CD4+, PD-L1 inhibira 
proliferacijo celic, izločanje citokinov ter citotoksičnih aktivnosti. Na ta način omogoči 
preživetje celic, na katerih je prisoten PD-L1 (Sharpe in Pauken, 2018).  
 
Mnogo tumorskih celic ima v plazmalemi prisoten PD-L1, ki deluje kot glavni mehanizem 
inhibicije delovanja CTL. Posledično vodi do nastanka izčrpanih CTL, ki so prisotne v 
tumorskem mikrookolju in prepoznavajo tumorske celice, vendar jih ne eliminirajo (Pauken 
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in Wherry, 2015). Povečana prisotnost PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic je posledica 
genetske nestabilnosti tumorskih celic (Clavé in sod., 2018) in vpliva tumorskega 
mikrookolja, predvsem delovanja imunosupresivnih citokinov (Mauldin in sod., 2016). 
Povečana prisotnost PD-L1 v plazmalemi tumorske celice, poleg regulacije prisotnosti MHC-
1 in drugih imunoinhibitornih signalov, vpliva na preživetje tumorskih celic in na ta način 
omogoči rast tumorja (Pauken in Wherry, 2015). 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz MHC-1 in PD-L1 na tumorskih celicah ter interakcija s CTL (Lai in sod., 2016; 2). 
 
2.6 IMUNOGENOST CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 
 
V magistrski nalogi smo raziskali tri tumorske celične linije. B16F10 je celična linija mišjega 
malignega melanoma, CT26 je celična linija mišjega kolorektalnega karcinoma, 4T1 pa je 
celična linija mišjega mamarnega karcinoma.  
 
Kot zapisano v drugem poglavju, razvrščanje tumorjev po imunogenosti je problematično. V 
magistrski nalogi se bomo osredotočili na mutacijsko breme, infiltracijo tumorjev z 
imunskimi celicami in prisotnostjo MHC-1 ter PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic. 
 
2.6.1 Celična linija B16F10 
 
Melanom je definiran kot tumor z visoko stopnjo mutacij (Berger in sod., 2012). To so 
pokazali tudi Castle in sod. (2012) z raziskavami na mišji melanomski celični liniji. Namreč, 
z namenom določanja mutanoma celične linije B16F10 za razvoj tumorskih vakcin, so v prvi 
raziskavi identificirali 962 nesinonimnih somatskih točkovnih mutacij, od katerih je bilo 563 
mutacij prisotnih v izraženih genih. Gonilne mutacije so identificirali v tumor supresorskih 
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genih pa tudi v genih, ki so vključeni v proto-onkogeno signalno pot za regulacijo 
proliferacije, adhezije, migracije ter apoptoze. V drugi raziskavi pa so Castle in sod. (2013) 
pri celični liniji B16F10 identificirali tudi 908 SNV (angl. single nucleotide variation, SNV).  
 
In vivo raziskava je pokazala, da tumorski model B16F10 nima infiltriranih CTL, med tem ko 
je infiltracija z DC in Treg zelo nizka (<1 %). Največ je bilo prisotnih MDSC (<10 %) 
(Lechner in sod., 2013).  
 
Selinger in sod. (2001) so pokazali, da je delež MHC-1 pozitivnih celic celične linije B16F10 
2,5 %. Podobne rezultate so tudi pokazali Yamamura in sod. (2015), ki so pokazali da je delež 
MHC-1 pozitivnih celic 2,3 %. Kleffel in sod. (2015) so pokazali, da je delež PD-L1 
pozitivnih celic pri celični liniji B16F10 44,7 %. 
 
2.6.2 Celična linija CT26 
 
Kolorektalni karcinom ima veliko mutacijsko breme (Alexandrov in sod., 2013). To je potrdil 
tudi Castle s sod.(2014) pri mišji celični liniji CT26. S sekvenciranjem so identificirali 3023 
SNV. Identificirali so tudi veliko število triploidnih, tetraploidnih in pentaploidnih regij 
(Castle in sod., 2014). 
 
In vivo raziskava tumorskega modela CT26 je pokazala, da so tumorji slabo infiltrirani s CTL, 
DC in Treg (<1 %), medtem ko je največ MDSC (<25 %) (Lechner in sod., 2013). Filatenkov 
in sod. (2015) so tudi potrdili slabo infiltracijo CTL in CD4+ (<10 %) celic, medtem ko so v 
tumorju dokazali večji delež MDSC in makrofagov (<20 %). 
 
Mahadevan in sod. (2017) so pokazali, da ima pri celični liniji CT26 91,1 % celic prisoten 
MHC-1. Prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične linije so potrdili tudi z 
imunhistokemijskimi metodami, in sicer pri večini celic (Lechner in sod., 2013). 
Sekvenciranje (RNA-Seq) je pokazalo, da je zapis za MHC-1 robustno prisoten pri vseh CT26 
celicah, vendar to še ne pomeni, da je protein prisoten v plazmalemi (Castle in sod., 2014). 
Mahadevan in sod. (2017) so pokazali tudi, da ima pri celični linij CT26 10,32 % celic 
prisoten PD-L1 na svoji površini. 
 
2.6.3 Celična linija 4T1 
 
Rak dojke ima nizko mutacijsko breme (Alexandrov in sod., 2013). Pri mišji celični liniji 4T1 
je identificiranih 293 SNV (Castle in sod., 2014). 
 
Pri tumorskem modelu 4T1 so in vivo raziskave je pokazala slabo infiltracijo tumorja s CTL, 
DC, Treg in MDSC (<0,5 %; <1 %; <2 %; <1 %) (Lechner in sod., 2013). Medtem so 
Schrand in sod. (2017) v svoji raziskavi pokazali večjo infiltracijo tumorja s Treg (<25 %), 
medtem, ko je infiltracja s CTL in CD4+ (<10 %; <5 %) ter makrofagi (<0,1 %) slabša. 
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Imunohistokemijsko označevanje MHC-1 je pokazalo, da je večina celic 4T1 MHC-1 
pozitivnih (Lechner in sod., 2013). Vendar prisotnost MHC-1 in PD-L1 do danes še ni bila 
kvantificirana. 
 
Slika 5: Razvrščanje tumorjev po imunogenosti tumorskega mikrookolja: a) Imunogeni tumor (ang. 
immunogenic hot tumor) – ima prisotne efektorske T celice, dendritske celice (DC), makrofage, supresorske 
celice mieloidnega izvora (MDSC) in granulocite. Neimunogeno tumorsko mikrookolje lahko razdelimo v dve 
obliki: b) Neimunogeno tumorsko mikrookolje (ang. nonimmunogenic (cold excluded) tumor)) – v okoljnem 
tkivu (na periferiji) se nahajajo efektorske T celice in DC, ki ne vdirajo v tumor; c) Neimunogeno tumorsko 
mikrookolje (ang. nonimmunogenic (cold ignored)) – nima prisotnih efektorskih T celic in DC, prisotnih je le 
nekaj MDSC, makrofagov in granulocitov (van der Woude in sod., 2017;798). 
 
2.7 TERAPIJE ZA ZDRAVLJENJE RAKA, KI VPLIVAJO NA IMUNOGENOST 
TUMORJEV 
 
2.7.1 Radioterapija 
 
Radioterapija je lokalen pristop zdravljenja, ki se uporablja pri kurativnem in paliativnem 
zdravljenju raka. Temelji na ionizirajočem sevanju, ki ima dva učinka na celice. Prvi je 
posredni učinek oziroma nastanek kratkoživih reaktivnih kisikovih in dušikovih zvrsti, ki v 
celici povzročajo poškodbe biomolekul. Drugi pa je neposredni učinek na DNA, ki je kritična 
tarča delovanja ionizirajočega sevanja. Večino poškodb, ki nastanejo na DNA, popravljalni 
mehanizmi uspešno popravijo. Vendar se zgodi, da nekaterih poškodb, kot so dvojni prelomi, 
ne uspejo popraviti in na ta način lahko ionizirajoče sevanje povzroči smrt celice. Smrt celice 
je odvisna od vrste in števila poškodb na DNA ter uspešnosti delovanja popravljalnih 
mehanizmov (Joiner in Kogel, 2009). 
 
2.7.1.1 Vpliv ionizirajočega sevanja na celično smrt 
 
Uspešnost radioterapije za zdravljenje raka je odvisna predvsem od zmožnosti ionizirajočega 
sevanja, da povzroči celično smrt. Celice po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju umirajo z 
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apoptozo, senescenco, avtofagijo, nekrozo ter mitotsko katastrofo (Joiner in Kogel, 2009). 
Ionizirajoče sevanje lahko povzroči tudi imunogeno celično smrt (Golden in sod., 2014). 
 
Apoptoza je regulirana oblika celične smrti posameznih celic ali manjše skupine celic, ki je 
lahko posledica notranjega stanja celice ali pa zunanjih signalov iz okoliškega tkiva ter 
delovanja imunskih celic. Potrebna je pri najrazličnejših fizioloških procesih, kot je 
embrionalni razvoj ali vzdrževanje homeostaze tkiv v odrasli dobi (Joiner in Kogel, 2009). 
Obstajata dve poti poteka apoptoze in sicer ekstrinzična in intrinzična pot apotoze. 
Ionizirajoče sevanje povzroča predvsem intrinzično pot, lahko pa tudi ekstrizično pot 
apoptoze (Day in Panganiban, 2011). Ne glede na obliko, celica, ki umira z apoptozo, ne 
izzove imunskega odgovora. Na drugi strani je nekroza patološka celična smrt, ki ji sledi 
vnetje, in je zato definirana kot nekontrolirana celična smrt (Zong in Thompson, 2006). 
 
2.7.1.2 Vpliv ionizirajočega sevanja na imunogenost tumorjev 
 
Poleg zgoraj naštetih učinkov, lahko ionizirajoče sevanje vpliva tudi na imunogenost 
tumorjev ter na tumorsko mikrookolje. Prvi imunostimulatorni učinki ionizirajočega sevanja 
so bili opisani v kliniki, in sicer kot regresija sekundarnih tumorjev izven področja, ki je bilo 
obsevano. Ta pojav je imenovan izventarčni učinek (ang. abscopal effect) in je v veliki meri 
odvisen od delovanja imunskega sistema (Demaria in sod., 2004). Ionizirajoče sevanje ima 
lahko imunostimulatorni učinek na ta način, da poveča prisotnost MHC-1 v plazmalemi 
tumorskih celic in/ali pa poveča količno imunostimulatornih citokinov ter infiltracijo tumorja 
s celicami T ubijalkami in pomagalkami (Lugade in sod., 2005; Reits in sod., 2006). Na drugi 
strani lahko ionizirajoče sevanje tudi poveča prisotnost kontrolnih točk imunskega odziva, kot 
je PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic ali pa poveča količino imunosupresivnih citokinov v 
tumorskem mikrookolju ter infiltracijo tumorja s T celicami zaviralkami, ki pospešujejo 
razvoj tumorja (Kachikwu in sod., 2011; Wu in sod., 2016). 
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Slika 6: Imunogenost tumorja po radioterapiji (RT) (Demaria in Formenti, 2012; 4). 
 
2.7.2 Imunoterapija 
 
Imunoterapija je sistemski način zdravljenja, ki uporablja posredno ali neposredno ciljanje 
imunskega sistema bolnika za izzivanje ali spodbujanje protitumorskega odgovora. Pri 
pasivni imunoterapiji protitumorski odgovor povzročajo monoklonska protitelesa, limfociti ali 
citokini. Aktivna imunoterapija z uporabo vakcin, nespecifičnih imunomodulatorjev ali pa z 
delovanjem na specifične antigenske receptorje spodbuja imunski sistem za odgovor proti 
tumorskim celicam (Zhang in Chen, 2018). Do danes so se za najbolj uspešne izkazali 
vakcine (Ye in sod., 2018), adoptivni celični prenos T celic (Restifo in sod., 2012) ter 
zaviralci kontrolnih točk imunskega odziva kot so protitelesa proti-CTLA4, proti-PD1 in 
proti-PD-L1 (Nair in Elkord, 2017). Kljub temu, da so se zaviralci kontrolnih točk imunskega 
odziva izkazali kot zelo uspešni, so še vedno problem stranski učinki (Abdel-Rahman in 
Fouad, 2016). 
 
2.7.3 Kombinirane terapije 
 
Rak je kompleksna bolezen. Za uspešno zdravljenje tumorjev se tako uporabljajo predvsem 
kombinacije več pristopov sistemskega zdravljenja, radioterapija ter kirurgija. Personalizirana 
kombinacija zdravljenja, izbrana glede na biologijo tumorja, predstavlja prihodnost ter najbolj 
obetajoči način zdravljenja tumorjev. Zaradi dobre uveljavljenosti in učinkov na imunski 
sistem je radioterapija način zdravljenja, ki se lahko kombinira z imunoterapijo. Slednja 
kombinirana terapija tako deluje sinergistično, radioterapija poveča protitumorsko delovanje 
imunoterapije in obratno. Kombinacija radioterapije in imunoterapije se je v kliničnih študijah 
izkazala kot potencialno učinkovit način zdravljenja. In vendar je z namenom doseganja 
želenih učinkov potrebno raziskati, določiti in poenotiti ustrezno dozo ionizirajočega sevanja, 
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frakcionacijo ter časovne intervale ionizirajočega sevanja v kombinaciji z imunoterapijo 
(Walle in sod., 2018). 
 
2.7.4 Pomen določanja prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
 
Prisotnost PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic predstavlja pomemben prognostični dejavnik. 
Uspešnost terapije proti-PD-1 je odvisna od deleža tumorskih celic, ki imajo v plazmalemi 
prisoten PD-L1 (Meng in sod., 2015). Prav tako je za protitumorsko delovanje, posredovano z 
imunskim sistemom, v plazmalemi tumorskih celic pomembna prisotnost MHC-1 (Garrido in 
sod., 2017). Kljub prepoznanem pomenu prisotnosti slednjih dveh molekul za uspešno 
zdravljenje raka, danes v literaturi najdemo le malo kvantitativnih podatkov, ki bi 
sistematično primerjali prisotnost molekul na različnih celičnih linijah. Namen magistrske 
naloge je primerjati celične linije B16F10, CT26 in 4T1 ter citometrično določili delež PD-L1 
in MHC-1 pozitivnih celic pred in po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju. 
 
Podatki, pridobljeni v magistrski nalogi, predvsem ovrednotenje novih celičnih linij CT26 in 
4T1 ter primerjava le teh z v laboratoriju že dobro uveljavljeno linijo B16F10, bodo 
pripomogli k nadaljnji izbiri tumorskih modelov za testiranje najrazličnejših terapij na 
Oddelku za eksperimentalno onkologijo Onkološkega inštituta Ljubljana. Podatki o deležu 
MHC-1 in PD-L1 pozitivnih tumorskih celic po obsevanju pa bodo tudi pomemben gradnik 
modela medicinskih fizikov, ki modelirajo odgovor tumorjev na imunoterapijo. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema z navedenimi proizvajalci. 
 
Laboratorijska oprema  Proizvajalec  
evpruvete – mikrocentrifugirke (1,5 in 2 ml) 
pipetboy 
avtomatske pipete 
večkanalna pipeta 
sterilne serološke pipete 
nastavki za pipete 
petrijevke s premerom 15 cm 
petrijevke s premerom 6 cm 
mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami 
kadičke 
objektno steklo 
krovno stekelce 
krovno stekelce za hemocitometer 
epruvete Falcon (15 in 50 ml) 
epruvete za pretočno citometrijo 
steklene kadičke za barvanje 
filter papirčki za citospine 
hemocitometer (Neubauer improved) 
centrifuga 
citocentrifuga   
citospini  
števec kolonij 
vibracijski mešalnik 
hladilnik  
inkubator 
Neolab  
Integra  
Eppendorf, Lambda 
Eppendorf 
Parc scientifique du lac 
Eppendorf, Biohit 
VMR 
VMR 
VMR 
Corning Costar 
Thermo Scientific 
Knittel – Glass  
Glaswarenfabrik Karl Hecht 
Falcon 
Falcon 
Corning Costar 
Thermo Scientific 
BLAUBRAND, Assistant 
Themo – electron Corporation 
Shandon cytospin 2 
Thermo Scientific 
WTW 
VELP Scientifica 
Angelantoni Industrie 
Sanyo 
 
3.1.1.1 Kemikalije in pufri 
 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in pufri z navedenimi proizvajalci. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kemikalije in pufri Proizvajalec  
Presto Blue 
barvilo Giemsa  
medij za pokrivanje (Coverslipping Resin) 
medij za pokrivanje (+DAPI) 
kristal vijolično 
absolutni MetOH 
tripsin /EDTA 
70% EtOH 
1x PBS (1x fosfatni pufer) 
fosfatni pufer za barvanje po Giemsi 
Life Technologies 
Merck Millipore 
SAKURA 
Sigma Aldrich 
Sigma Aldrich 
Sigma Aldrich 
Gibco 
Carlo Erba 
Merck Millipore 
Merck Millipore 
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3.1.1.2 Gojišča 
 
Preglednica 3: Uporabljena gojišča ter proizvajalci. 
 
Gojišča  Poizvajalec  
Advanced Roswell Park Memorial InstituteMedium (RPMI) 
Advanced Minimum Essential Medium (AMEM) 
FBS (fetalni goveji serum; ang. Fetal Bovine Serum) 
Gibco  
Gibco  
Gibco  
 
3.1.1.3 Celične linije 
 
Preglednica 4: Uporabljene celične linije. 
 
Celične linije B16F10 CT26 4T1 
Tkivo 
Bolezen 
Sev miši 
Koža 
Melanom 
C57BL/6J 
Debelo črevo 
Kolorektalni karcinom 
BALB/c 
Mlečna žleza 
Mamarni karcinom 
BALB/c 
 
3.1.1.4 Protitelesa 
 
Preglednica 5: Uporabljena protitelesa z osnovnim opisom. 
 
Protitelo MHC Razred I/ 
H-2Kb 
MHC Razred I/ 
H-2Kd 
CD274/PD-L1,  
B7-H1 
Količina protitelesa 
Gostitelj /Izotop 
Razred  
Tip 
Klon 
Fluorescentna 
oznaka 
Koncentracija 
Celična linija 
Proizvajalec 
100 μg 
Miš/IgG2a, kappa 
Monoklonsko 
Protitelo 
AF6 – 88.5.5.3 
APC 
 
0.2 mg/ml 
B16F10  
Invitrogen  
100 μg 
Miš/IgG2a 
Monoklonsko 
Protitelo 
SF1 – 1.1.1 
APC 
 
0.2 mg/ml 
CT26, 4T1 
Invitrogen 
100 μg 
Podgana/IgG2a, lambda 
Monoklonsko 
Protitelo 
MIH5 
PE 
 
0.2 mg/ml 
B16F10, CT26, 4T1 
Invitrogen 
 
3.1.1.5 Komercialni kompleti reagentov 
 
Preglednica 6: Uporabljeni komercialni kompleti reagentov. 
 
Komercialni kompleti reagentov Proizvajalec 
FITC Annexin V Apoptosis Dectetion Kit with 7AAD BioLegend 
 
3.1.1.6 Mikroskopija 
 
Preglednica 7: Uporabljeni mikroskopi z navedenimi proizvajalci. 
 
Svetlobni mikroskop Proizvajalec  
Mikroskop BX-5I 
Mikroskop IX-70 
Olympus 
Olympus 
                                                                                                                                               se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 7: Uporabljeni mikroskopi z navedenimi proizvajalci. 
 
Svetlobni mikroskop Proizvajalec  
Invertni mikroskop 
Digitalna kamera 
Zeiss 
Olympus 
 
3.1.1.7 Pretočna citometrija 
 
Preglednica 8: Uporabljeni pretočni citometer ter proizvajalec. 
 
Pretočni citometer Proizvajalec 
FACSCanto II z dvema laserjema Becton Dickinson 
 
3.1.1.8 Obsevanje 
 
Preglednica 9: Uporabljena obsevalna naprava. 
 
Obsevalna naprava Proizvajalec 
Darpac 2000 X-ray unit  Gulmay Medical Ltd 
 
3.1.1.9 Računalniški programi 
 
Preglednica 10: Uporabljeni računalniški programi. 
 
Računalnišli program Namen uporabe 
Excel 
SigmaPlot 13.0 
Word 
cellSens Dimension 
BD FACSDiva Software 
Obdelava in analiza rezultatov 
Obdelava in analiza rezultatov 
Pisanje magistrske naloge 
Merjenje velikosti celic  
Analize pretočnega citometra 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Delo v celičnem laboratoriju 
 
3.2.1.1 Celične linije in gojenje celic 
 
Poskuse smo izvedli na treh tumorskih celičnih linijah, in sicer B16F10, CT26 in 4T1. 
B16F10 je celična linija mišjega malignega melanoma, CT26 je celična linija mišjega 
kolorektalnega karcinoma, 4T1 pa je celična linija mišjega mamarnega karcinoma. Delo s 
celičnimi kulturami je potekalo pri sterilnih pogojih. Zagotovili smo jih z delom v laminariju 
in uporabo sterilne opreme in kemikalij. Celice smo gojili na petrijevkah s premerom 15 cm v 
ustreznem gojišču ter v inkubatorju pri 37 ⁰C, 5 % CO2 in 90 % vlažnosti. Celice B16F10 smo 
gojili v gojišču A-MEM, celice CT26 in 4T1 pa v gojišču RPMI. Gojiščem smo dodali FBS, 
da je bila končna koncentracija v gojišču 5 %. Za poskuse smo uporabljali celice, ki so bile v 
eksponentni fazi rasti.  
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Za test proliferacije in test klonogenosti smo celice vseh treh celičnih linij pripravili po 
enakem postopku. Iz petrijevk smo odstranili gojišče in celice sprali z 10 ml PBS. Da so se 
celice odlepile od podlage, smo na petrijevko dodali 5 ml tripsina, ki smo ga predhodno ogreli 
na 37 °C. Za inaktivacijo tripsina smo na petrijevko dodali 6 ml gojišča, nato pa celice zbrali 
v epruveto Falcon. Petrijevko smo splaknili z 10 ml PBS in ponovno zbrali vse s petrijevke v 
epruveto Falcon. Celično suspenzijo smo nato centrifugirali za 4 min pri 1500 obr./min, 
odstanili supernatant, resuspendirali v 10 ml PBS in ponovno centrifugirali. Po centrifugiranju 
smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v 0,5 ml gojišča. V pripravljenih celičnih 
suspenzijah smo določili število celic s pomočjo hemocitometra ter pripravili nadaljnje 
redčitve za test proliferacije, test klonogenosti, mikroskopijo ter pretočno citometrijo. 
 
3.2.1.2 Štetje celic s pomočjo hemocitometra 
 
Hemocitometer in krovno stekelce smo očistili z etanolom in destilirano vodo ter do suhega 
obrisali s staničevino. Nato smo brušene dele hemocitometra navlažili z vodo ter pritisnili 
krovno stekelce na hemocitometer. Pojav mavričnih krogov nam je pokazal, da je stekelce 
dobro nameščeno in pritrjeno na hemocitometer. Goste celične suspenzije smo pred štetjem 
redčili (1:100). V komoro hemocitometra smo odpipetirali 10 μl celične suspenzije. 
Hemocitometer smo prenesli na mikroskop in za štetje celic uporabili 10x povečavo 
objektiva. V vsaki komori hemocitometra smo prešteli celice v štirih zunanjih kvadratih s 
površino 1 mm2 (Slika 7). Prešteli smo dve komori na hemocitometru oziroma 8 zunanjih 
kvadratov za vsako celično linijo. Pri izračunu števila celic smo upoštevali faktor redčitve 
(Formula 1). 
 
 𝐶 =
𝑛
8
∗ 104𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝑙 ∗ 102                          ... (1) 
 
 
Slika 7: Prikaz števne mreže v komori hemocitometra. Celice smo šteli v 4 zunanjih kvadratih, ki imajo površino 
1 mm2. Globina komore na hemocitometru je 0,1 mm2, volumen pa 0,1 mm3. 
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3.2.1.3 Test proliferacije 
 
Test proliferacije smo izvedli z namenom določanja proliferacije celic celičnih linij B16F10, 
4T1 in CT26 ter z namenom primerjave proliferacije omenjenih celičnih linij. Ker celični 
liniji 4T1 in CT26 nista bili še nikoli uporabljeni v našem laboratoriju, smo s preliminarnih 
poskusom določili število nasajenih celic za izvedbo testa proliferacije. Za preliminarni 
poskus smo iz celičnih suspenzij pripravili založno suspenzijo celic (1,5 x 104 celic/ml) ter iz 
te suspenzije pripravili nadaljnje redčitve (1500, 700 in 300 celic v 100 μl gojišča) v 
epruvetah Falcon. Celično suspenzijo iz epruvete Falcon smo dobro premešali s pipeto in 
prenesli v sterilno kadičko. S pomočjo multikanalne pipete smo suspenzijo celic v kadički 
ponovno premešali ter prenesli 100 μl celične suspenzije v posamezno vdolbinico na prozorni 
mikrotitrski plošči z ravnim dnom in 96 vdolbinicami. Na mikrotitrsko ploščo smo z 
namenom spremljanja fluorescence gojišča dali tudi samo gojišče, in sicer 3 vdolbinice 
posameznega gojišča za vsako časovno točko spremljanja proliferacije. Pri vsaki od celičnih 
linij smo naredili za vsako koncentracijo 6 paralelk na posamezno časovno točko spremljanja. 
Po nasajanju celic, smo celice inkubirali 2,5 h v inkubatorju z zagotovljenimi stalnimi pogoji 
za gojenje celic, da so se celice pritrdile. Po inkubaciji smo v ustrezne vdolbinice dodali 10 μl 
barvila Presto Blue in mikrotitrsko ploščo inkubirali v inkubatorju. Fluorescenco smo merili 
pri ekscitaciji 535 nm in emisiji 595 nm, in sicer dvakrat, po 30 in po 60 min inkubacije z 
barvilom Presto Blue. Ta meritev je predstavljala meritev v času 0. Proliferacijo smo 
spremljali 3 dni. Postopek dodajanja 10 μl Presta Blue v ustrezne vdolbinice ter merjenje 
fluorescence smo tako ponovili po 24, 48 in 72 h. Fluorescenco smo merili po enakem času 
inkubacije z barvilom Presto Blue kot pri prvi meritvi. 
 
Test proliferacije z optimiziranim številom nasajenih celic treh celičnih linij smo izvedli v 
dveh bioloških ponovitvah. Prolifearacijo smo spremljali 7 dni. Enako kot v preliminarnem 
poskusu, smo najprej pripravili založno suspenzijo celic (1,5 x104celic/ml). Iz založne 
suspenzije smo nato pripravili suspenzijo celic (200 celic/100 μl) za nasajanje na mikrotitrsko 
ploščo. Postopek nasajanja celic je bil enak kot v preliminarnem poskusu. Za vsako celično 
linijo smo pripravili 14 paralelk na vsako časovno točko spremljanja. Za kontrolo 
fluorescence gojišča smo pripravili 3 vdolbinice, v katerih je bilo samo gojišče. Po nasaditvi 
smo celice inkubirali 2,5 h v inkubatorju pri pogojih gojenja celic. Fluorescenco smo merili 
enako kot v preliminarnem poskusu, vendar po daljšem časovnem intervalu, po 60 in 90 min 
inkubacije z barvilom Presto Blue. 
 
3.2.1.3.1 Obdelava rezultatov testa proliferacije 
 
Rezultate meritev smo obdelali v programu Excel. Od vsake posamezne meritve smo odšteli 
povprečno vrednost fluorescence gojišča. Na ta način smo izračunali vrednost fluorescence, ki 
jo oddajajo posamezne skupine in je sorazmerna deležu viabilnih celic. Iz vrednosti 
posameznih paralelk smo izračunali povprečno vrednost in standardno napako za vsako 
časovno točko meritev. V programu SigmaPlot 13.0 smo izračunali podvojitveni čas (ang. 
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doubling time; DT) celic vsake posamezne celične linije. To smo naredili tako, da smo za 
pridobljene rezultate najprej naredili prileganje rastnih krivulj (ang. curve fitting) z nelinearno 
regresijo. Enačba, ki je najbolje opisala podatke proliferacije je eksponencialna enačba z 
dvema parametroma (Formula 2). Nato smo s pomočjo pridobljenega parametra b izračunali 
DT (Formula 2). Rezultate smo na grafu predstavili kot fluorescenco, ki jo po vzbujanju 
oddajajo celice posamezne celične linije v odvisnosti od časa. 
 
𝑦 = 2 = 𝑎 ∗ 𝑒𝑏∗𝐷𝑇         ln 2=b ∗ DT          DT=
ln 2
b
                      ... (2) 
a = količina celic pri t (čas)= 0, b = hitrost rasti, y = DT 
 
3.2.1.4 Test klonogenost 
 
S testom klonogenosti smo preverili zmožnost tvorjenja kolonij in določili delež celic, ki je 
ohranil reproduktivno sposobnost po obsevanju celic z različnimi dozami ionizirajočega 
sevanja (2-8 Gy). S preliminarnim poskusom smo najprej preverili, ali so celice celičnih linij 
B16F10, 4T1 in CT26 klonogene. Po štetju celic na hemocitometru smo pripravili založno 
suspenzijo celic (1,5 x 104/ml), iz te suspenzije pa suspenzijo celic, ki je vsebovala 200 
celic/4 ml. Naredili smo tri tehnične ponovitve. Celično suspenzijo z ustreznim številom celic 
smo dobro premešali s pipeto ter na vsako petrijevko nasadili 4 ml pripravljene celične 
suspenzije. Petrijevke smo inkubirali 6 dni pri 37 ⁰C, atmosferi s 5 % CO2in 90 % vlažnosti. 
Po 6 dneh smo nastale kolonije pobarvali z raztopino kristal vijoličnega, raztopljenega v 
absolutnem alkoholu. Iz petrijevke smo odlili gojišče, nato pa smo na petrijevko nakapali 
tolikšno količino barvila, da smo pokrili dno petrijevke. Barvali smo 3 min, barvilo odlili 
nazaj v plastenko, petrijevko pa sprali pod tekočo vodo in pustili, da se posuši na zraku. 
Kolonije smo prešteli s pomočjo lupe. Kot kolonijo smo šteli skupek, ki je vseboval več kot 
50 celic. V primeru, ko nismo bili prepričani o velikosti kolonij, smo velikost kolonije 
preverili pod mikroskopom. Za potrditev klonogenosti testiranih celic, smo test klonogenosti 
trikrat ponovili.  
 
V nadaljnjem poskusu smo določali delež celic, ki je ohranil reproduktivno sposobnost po 
izpostavitvi celic različnim dozam ionizirajočega sevanja. Postopek nasajanja celic je bil enak 
kot v preliminarnem poskusu. Število nasajenih celic smo prilagajali glede na višino doze in 
je bilo od 200 do 4000 celic. Naslednji dan po nasaditvi celic smo plošče obsevali z dozo 2, 4, 
6 in 8 Gy. Kontrolno skupino, ki ni bila obsevana, in skupine, ki so bile obsevane pri različnih 
dozah ionizirajočega sevanja smo pripravili v treh ponovitvah. Celice smo inkubirali 6 dni na 
37 ⁰C, 5 % CO2 ter 90 % vlažnosti. Po inkubaciji smo kolonije pobarvali in prešteli po 
enakem postopku kot v preliminarnem poskusu. 
 
3.2.1.5 Obdelava rezultatov testa klonogenosti 
 
Rezultate smo obdelali v programu Excel in SigmaPlot. Število preštetih kolonij predstavlja 
število izraslih kolonij. Za izračun uspešnosti nasaditve (ang. platting efficiency; PE) smo 
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število preštetih kolonij delili s številom nasajenih celic (Formula 3). Delež preživelih celic 
(ang. surviving fraction; SF) smo izračunali tako, da smo vsako pridobljeno vrednost PE delili 
s poprečno vrednostjo števila izraslih kolonij (PE) pri kontrolni skupini (Formula 4). 
Rezultate smo podali kot povprečno vrednost deleža preživelih celic za vsako skupino. Na 
grafih je rezultat predstavljen kot preživetje klonogenih celic na logaritemski skali v 
odvisnosti od doze ionizirajočega. 
 
Formule za izračun PE in SE: 
 
 𝑃𝐸 =
𝑁𝑧𝑟𝑎𝑠𝑙𝑖ℎ𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗
𝑁𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
               ... (3) 
 
 𝑆𝐹 =
𝑃𝐸𝑜𝑏𝑠𝑒𝑣𝑎𝑛𝑖ℎ𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑃𝐸𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑖ℎ𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
                 ... (4) 
 
3.2.2 Pretočna citometrija 
 
3.2.2.1 Priprava vzorcev za pretočno citometrijo 
 
Za pretočno citometrijo smo popoldne na 6 cm petrijevke nasadili 0,6 x106 celic. Naslednje 
jutro po nasaditvi smo celice obsevali z različnimi dozami ionizirajočega sevanja (6, 12, 18, 
24 Gy). Po enodnevni inkubaciji smo zbrali celice in pripravili vzorce za meritve na 
pretočnem citometru. Najprej smo v epruveto Falcon zbrali vse gojišče z mrtvimi celicami iz 
petrijevke. Sledila je tripsinizacija pritrjenih celic z 1 ml tripsina. Po tripsinizaciji smo s 
plošče zbrali še vse celice in jih dodali h gojišču v epruveto Falcon. Ploščo smo sprali s PBS 
in ponovno vse zbrali v epruveto Falcon. Po centrifugiranju (1500 obr./min, 5 min, 4 °C) smo 
odlili supernatant in celice resuspendirali v 1 ml PBS ter prenesli v mikrocentrifugirko. Celice 
smo prešteli in pripravili ustrezno celično suspenzijo (1-2 x106 celic/vzorec). V opisanem 
poskusu smo imeli za vsako celično linijo kontrolno neobsevano skupino celic in skupine 
celic, ki so bile obsevane z različnimi dozami (6, 12, 18 in 24 Gy). Celice iz slednjih skupin 
smo označili s protitelesi. Za vsako celično linijo smo pripravili tudi vzorce neobsevanih in 
obsevanih celic, ki jih nismo označevali s protitelesi in barvali s kitom za apoptozo in 
nekrozo. Ta vzorec je predstavljal kontrolno skupino. V prvem poskusu smo pripravili tudi 
FMO kontrole (ang. fluorescence minus one; FMO). Rezultati FMO kontrol so se pokrivali z 
rezultati neoznačenih obsevanih in neobsevanih celic in zaradi tega smo v nadaljnjih poskusih 
delali samo z neoznačenimi obsevanimi in neobsevanimi celicami, brez FMO kontrol (Slika 
9). Poskus smo izvedli v najmanj treh bioloških ponovitvah. 
 
3.2.2.2 Označevanje MHC-1 in PD-L1 in barvanje po kitu apoptoza/nekroza 
 
Po pripravi ustreznega števila celic (1-2 x106 celic/vzorec) smo celične suspenzije 
centrifugirali, odlili supernatant in pelet resuspendirali v 100 μl pripravljene mešanice 
protiteles proti MHC-1 in proti PD-L1 (Preglednica 11). Celice s protitelesi smo inkubirali 15 
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min na 4 ⁰C v temi. Po inkubaciji smo celice sprali z 1 ml PBS, centrifugirali (1500 obr./min, 
5 min, 4 ⁰C) in resuspendirali v 110 μl pripravljene mešanice protiteles proti aneksinu V (ang. 
Annexin V) in 7-AAD (ang. 7-aminoactinomycin D) v pufru (ang. Annexin V Binding 
Buffer) (Preglednica 11). Celice smo inkubirali 15 min na ledu. Po inkubaciji smo dodali 200 
μl pufra, resuspendirali, prenesli v epruvete za pretočno citometrijo in potem izvedli meritve 
na pretočnem citometru. 
 
3.2.2.3 Meritev na pretočnem citometru 
 
Analizo meritev pretočnega citometra smo izvedli v programu BD FACSDiva Software. V 
analizi smo zajeli 100000 dogodkov. Rezultate smo predstavili grafično kot delež pozitivnih 
celic za MHC-1, PD-L1, aneksin V in 7-AAD. Iz analize smo izključili drobir, dvojne celice 
ter 7-AAD pozitivne celice oziroma mrtve celice (Slika 8). Mejo za ločevanje pozitivnih celic 
smo določili glede na kontrolo, neoznačene obsevane in neobsevane celice oziroma glede na 
FMO kontrole. 
 
 
Slika 8: Primer izločanja drobirja, dvojnih celic ter 7-AAD pozitivnih celic iz analize. A) Izločanje drobirja iz 
analize. B) Izločanje dvojnih celic iz analize. C) Izločanje 7-AAD pozitivnih celic. Celice, ki smo jih zajeli pri 
nadaljnji analizi so označene modro. 
 
 
Slika 9: Reprezentativni primer pokrivanja rezultatov FMO kontrole za MHC-1 z rezultati neoznačenih in 
neobsevanih celic pri celični liniji CT26. Celice so označene z rdečim. A) Točkovni diagram neobsevanih in 
neoznačenih celic. B) Točkovni diagram FMO kontrole za MHC-1 pri neobsevanih celicah. 
B A 
C A B 
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3.2.2.4 Obdelava rezultatov pretočnega citometra 
 
Rezultate smo obdelali v programu Excel. Iz vrednosti vsake biološke ponovitve smo za delež 
pozitivnih celic izračunali srednjo vrednost ter SE. Za izračun faktorja spremembe smo delež 
pozitivnih celic pri vsaki dozi ionizirajočega sevanja delili z deležem  pri kontrolni 
neobsevani skupini (doza 0 Gy). Grafe smo izrisali v programu SigmaPlot 13.0 in jih 
predstavili kot delež pozitivnih celic ali kot faktor spremembe izražanja v odvisnosti od doze 
ionizirajočega sevanja. Rezultate smo predstavili tudi v obliki histograma kot srednja 
fluorescentna intenziteta (ang. mean fluorescence intensity; MFI) v odvisnoti od števila 
dogodkov. 
 
3.2.3 Mikroskopija  
 
3.2.3.1 Priprava celic za mikroskopijo 
 
Za mikroskopijo smo na 6 cm petrijevke nasadili 0,6 x106 celic. Za vsako celično linijo smo 
imeli kontrolno skupino neobsevanih celic in skupino obsevanih celic. Naslednji dan po 
nasaditvi smo celice obsevali z dozo ionizirajočega sevanja 6 Gy. Po 24 h smo pripravili 
celice za mikroskopijo. Najprej smo si pod svetlobnim mikroskopom ogledali morfologijo 
pritrjenih celic in zajeli slike s kamero. Zanimala nas je tudi morfologija celic v suspenziji. 
Preparate smo pripravili tako, da smo 10 µl celične suspenzije, pridobljene s tripsinizacijo, 
odpipetirali na objektno steklo, pokrili s krovnim stekelcem ter mikroskopirali in zajeli slike. 
Zanimala nas je predvsem velikost kontrolnih in obsevanih celic. Z uporabo programa 
cellSens Dimension smo izmerili velikost celic na način, da smo izmerili dva premera celice. 
V programu Excel smo potem izračunali povprečno vrednost ter SE za 6 izmerjenih celic 
vsake celične linije. 
 
3.2.3.2 Priprava citospinov 
 
Priprava citospinov je metoda, s katero skoncentriramo celice na objektno stekelce s pomočjo 
citocentrifuge. Celice za citospin smo zbrali po enakem postopku kot za pretočno citometrijo. 
Celice smo prešteli s pomočjo hemocitometra in pripravili ustrezne celične suspenzije za 
citospin (5000 celic v 80 μl PBS). Suspenzijo celic smo odpipetirali v sestavljene citospine. 
Citospine smo vstavili v citocentrifugo ter centrifugirali (4 min, 800 obr./min). Po 
centrifugiranju smo citospine razstavili in objektna stekelca s celicami posušili na zraku (Slika 
10). Za vsako skupino smo pripravili 2 tehnični ponovitvi.  
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Slika 10: Deli citospina: A) kovinsko ogrodje, B) objektno stekelce, C)filter papir, D) lijak. Pri sestavi citospinov 
damo na kovinsko ogrodje najprej objektno stekelce. Čez damo polovico filtrirnega papirja, ki mu sledi lijak in 
nazadnje zapremo kovinsko ogrodje. 
 
3.2.3.3 Barvanje po Giemsi 
 
Citološke preparate, ki smo jih pripravili s pomočjo citocentrifuge, smo diferencialno barvali. 
Na zraku posušene preparate smo fiksirali tako, da smo na objektna stekla nakapali absolutni 
metanol. Po 15 min fiksacije smo odlili metanol ter objektna stekla sprali s tekočo vodo. 
Fiksaciji je sledilo barvanje z barvilom Giemsa. Pripravljeno razredčeno barvilo Giemsa 
(Preglednica 11) smo nakapali na objektna stekla s celicami in barvali 15 min. Za tem smo 
preparate sprali v tekoči vodi. Preparate smo preko noči sušili na zraku. Zjutraj smo na 
objektna stekla nanesli medij za pokrivanje in jih pokrili s krovnim stekelcem. Celice smo 
pogledali pod svetlobnim mikroskopom in s kamero zajeli slike celic, ki smo jih morfološko 
opisali. 
 
Preglednica 11: Priprava mešanic za pretočno citometrijo in barvanje po Giemsi. 
 
Mešanica protiteles za označevanje MHC-1 in PD-L1 Volumen za 2𝐱𝟏𝟎𝟔 celic (μl)  
Proti -MHC1 
Proti -PD- L1 
PBS 
1 
1 
98 
Mešanica za barvanje po kitu apoptoza/nekroza Volumen za 2𝐱𝟏𝟎𝟔 celic (μl)  
Aneksin (ang. FITC Annexin V) 
7-AAD (ang. 7-AAD Viability Staining Solution) 
Pufer (ang. Annexin V Binding Buffer) 
5 
5 
100 
Mešanica za barvanje po Giemsi Volumen (ml) 
Giemsa 
Pufer za barvanje z Giemso 
1,5 
8,5 
 
3.2.4 Statistična obdelava rezultatov 
 
Rezultate smo statistično obdelali v programu SigmaPlot 13.0. Neodvisne skupine smo med 
sabo primerjali z enosmerno analizo variance (One Way ANOVA). S testom Shapiro-Wilk 
smo preverili normalno porazdeljenost podatkov za vsako proučevano skupino. Skupine 
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obsevanih celic smo primerjali s kontrolno skupino ali med seboj s testom Holm-Sidak. 
Statistično značilni rezultati so bili tisti, ki smo imeli P-vrednost manjšo od 0,05. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 MORFOLOŠKE ZNAČILNOSTI CELIC CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 
 
S pomočjo mikroskopije smo preverili vpliv ionizirajočega sevanja na morfološke značilnosti 
celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1. Vse tri celične linije smo obsevali z dozo 6 Gy in 24 
h po izpostavitvi ionizirajočem sevanju pogledali morfološke značilnosti pritrjenih celic, celic 
v suspenziji ter celic, barvanih po Giemsi. Neobsevane celice smo uporabili kot kontrolno 
skupino. 
 
4.1.1 Mikroskopija pritrjenih celic in celic v suspenziji celičnih linij B16F10, CT26 in 
4T1 
 
Opazili smo, da so pritrjene celice 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju z dozo 6 Gy 
večje v primerjavi s kontrolnimi neobsevanimi celicami (Slika 11A, Slika 12A, Slika 13A). Z 
namenom kvantifikacije spremembe v velikosti smo mikroskopirali celice vseh treh celičnih 
linij v suspenziji. Medtem ko je bila velikost kontrolnih neobsevanih celic celičnih linij CT26 
in 4T1 primerljiva, so bile kontrolne neobsevane celice celične linije B16F10 statistično 
značilno manjše (P<0,05) (Preglednica 12). Rezultati meritev so pokazali tudi, da je 
ionizirajoče sevanje z dozo 6 Gy pri vseh treh celičnih linijah statistično značilno povečalo 
(P<0,05) premer celic 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (Preglednica 12). Slednje 
smo opazili tako pri celicah v suspenziji kot tudi pri pritrjenih celicah.  
 
Preglednica 12: Velikost celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 pred in po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
(6 Gy). Osenčeni rezultati pri celični liniji B16F10 predstavljajo velikost neobsevanih celic, ki je statistično 
značilno manjša kot velikost celic celičnih linij CT26 in 4T1; P<0,05 med celičnimi linijami. Pri vseh celičnih 
linij je velikost celic po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6 Gy) statistično značilno povečana; P<0,05 proti 
kontrolni skupini. 
 
 0 Gy 6 Gy 
B16F10 13,72 ± 0,26 μm 21,55 ± 0,58 μm 
CT26 19,83 ± 0,66 μm 23,11 ± 0,57 μm 
4T1 19,03 ± 1,56 μm 31,06 ± 1,95 μm. 
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Slika 11: Morfološke značilnosti pritrjenih celic in celic v suspenziji celične linije B16F10 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju z dozo 6 Gy. A) Pritrjene celice celične linije B16F10: (A1) Kontrolne celice, (A2) 
celice, obsevane z dozo 6 Gy; B) Celice celične linije B16F10 v suspenziji: (B1) Kontrolne celice, (B2) celice, 
obsevane z dozo 6 Gy; P<0,05. 
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Slika 12: Morfološke značilnosti pritrjenih celic in celic v suspenziji celične linije CT26 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju z dozo 6 Gy. A) Pritrjene celice celične linije CT26: (A1) Kontrolne celice, (A2) celice, 
obsevane z dozo 6 Gy; B) Celice celične linije CT26 v suspenziji: (B1) Kontrolne celice, (B2) celice, obsevane z 
dozo 6 Gy; P<0,05. 
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Slika 13: Morfološke značilnosti pritrjenih celic in celic v suspenziji celične linije 4T1 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju (6 Gy). A) Pritrjene celice celične linije 4T1: (A1) Kontrolne celice, (A2) celice, 
obsevane z dozo 6 Gy; B) Celice celične linije 4T1 v suspenziji: (B1) Kontrolne celice, (B2) celice, obsevane z 
dozo 6 Gy; P<0,05. 
 
4.1.2 Mikroskopija celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1, barvanih po Giemsi 
 
Celice treh celičnih linij smo diferencialno barvali po Giemsi in na osnovi sprememb v 
morfologiji pogledali, kakšne vrste celične smrti povzroča ionizirajoče sevanje. Pri vseh treh 
celičnih linijah smo opazili največ živih celic pri kontrolni skupini (neobsevane celice) (Slika 
14A1, Slika 14B1, Slika 14C1). 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6 Gy) smo pri 
vseh celičnih linijah opazili nekrotske in apoptotske celice (Slika 14A2, Slika 14B2, Slika 
14C2). Žive celice, barvane po Giemsi, imajo vijolično pobarvano jedro in citoplazmo. 
Citoplazma nekrotskih celic ima rožnato obravano citoplazmo, plazmalema pa je predrta. Pri 
apoptotskih celicah opazimo piknozo citoplazme, kondenzacijo kromatina ter brstenje 
plazmaleme. 
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Slika 14: Morfološke značilnosti celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1, barvanih po Giemsi 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočem sevanju. A) Celice celične linije B16F10, barvane po Giemsi: (A1) Kontrolne celice, 
(A2) obsevane celic z dozo 6 Gy; B) Celice celične linije CT26, barvane po Giesmi: (B1) Kontrolne celice, (B2) 
obsevane celice s dozo 6Gy; C) Celice celične linije 4T1, barvane po Giesmi: (C1) Kontrolne celice, (C2) 
obsevane celic s dozo 6 Gy; Črna puščica – živa celica, oranžna puščica – nekrotska celica, rdeča puščica – 
apoptotska celica. 
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4.2 PROLIFERACIJA CELIC CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 
 
Medtem ko je celična linija B16F10 dobro uveljavljen model v našem laboratoriju, celičnih 
linj CT26 in 4T2 še nismo ovrednotili. S tem namenom smo preverili proliferativne 
sposobnosti celičnih liniji B16F10, CT26 in 4T1. Ker smo želeli primerjati proliferativne 
sposobnosti omenjenih celičnih linij, smo iz pridobljenih podatkov izračunali DT za vsako 
celično linijo ter jih primerjali. Celične linije B16F10, CT26 ter 4T1 so imele primerljive 
proliferativne sposobnosti, med DT celičnih linij ni bilo statistično značilnih razlik (P<0,05) 
(Slika 15). DT celične linije B16F10 je bil 26,43 ± 2,69 h, DT celične linije CT26 je bil 19,73 
± 0,84 h, DT celične linije 4T1 pa je bil 24,55 ± 1,21 h.  
Čas [h]
0 20 40 60 80 100 120
F
lu
o
re
s
c
e
n
c
a
5
3
5
 n
m
 /
 5
9
5
 n
m
 [
R
F
U
]
0
2000
4000
6000
8000
10000
12000
14000
16000
B16F10 
CT26 
4T1 
 
Slika 15: Primerjava proliferacije med celičnimi linijami B16F10, CT26 in 4T1. Prileganje krivulje: R2 = 0,99 
(B16F10), 0,98 (4T1) in 0,97 (CT26); P<0,05 med celičnimi linijami B16F10, CT26 in 4T1. 
 
4.3 KLONOGENOST CELIC CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 
 
Z namenom ovrednotenja celičnih linij CT26 in 4T1 smo preverili tudi, ali so celice 
omenjenih celičnih linij sposobne tvoriti kolonije. Sposobnost celic celičnih linij B16F10, 
CT26 in 4T1 za tvorjenje kolonij smo preverili v preliminarnem poskusu testa klonogenosti. 
Iz števila preštetih kolonij smo izračunali uspešnost nasaditve oziroma PE. S preliminarnim 
poskusom smo potrdili, da sta celični linije CT26 in 4T1, tako kot B16F10, sposobni tvoriti 
kolonije. Celična linija B16F10 je bila statistično značilno bolj (P<0,05) sposobna tvoriti 
kolonije kot celični liniji CT26 in 4T1. Celična linija 4T1 je bila statistično bolj (P<0,05) 
sposobna tvoriti kolonije kot celična linija CT26. PE za celično linijo B16F10 je bil 0,87 ± 
0,028, za celično linijo CT26 0,62 ± 0,025 ter za celično linijo 4T1 0,77 ± 0,02.  
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Po tem, ko smo potrdili sposobnost celičnih linij CT26 in 4T1 za tvorjenje kolonij, smo s 
testom klonogenosti določili in primerjali delež preživelih celic celičnih linij B16F10, CT26 
in 4T1, ki so ohranile reprodukcijsko sposobnost po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (2-8 
Gy). Vse tri testirane celične linije so bile radioobčutljive. Ionizirajoče sevanje je statistično 
značilno zmanjšalo (P<0,05) reprodukcijsko sposobnost celic celičnih linij B16F10, CT26 in 
4T1 pri vseh testiranih dozah obsevanja (2-8 Gy) glede na kontrolne neobsevane celice (Slika 
16, Preglednica 13). Celice celične linije B16F10 so bile statistično značilno bolj (P<0,05) 
radioobčutljive pri vseh testiranih dozah obsevanja (2-8 Gy) v primerjavi s celicami celičnih 
linij CT26 in 4T, ki so bile primerljivo radioobčutljive (Slika 16, Preglednica 13). 
 
Preglednica 13: Klonogenost celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju. 
Rezultati so predstavljeni kot delež preživelih celic (SF). SF je pri vseh treh celičnih linijah statistično značilno 
zmanjšan pri vseh testiranih dozah ionizirajočega sevanja (2-8 Gy) v primerjavi s kontrolnimi neobsevanimi 
celicami (0 Gy). Osenčeni rezultati pri celični liniji B16F10 predstavljajo SF, ki je statistično značilno manjši kot 
SF pri celičnih linijah CT26 in 4T1; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy); P<0,05 med celičnimi linijami 
B16F10, CT26 in 4T1. 
 
 0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 
B16F10 1±0,02 0,56 ±0,02 0,22 ± 0,03 0,04 ± 0,01 0,01±0,00 
CT26 1±0,03 0,83 ± 0,05 0,42 ±0,05 0,08 ±0,01 0,02 ± 0,00 
4T1 1 ± 0,04 0,84 ± 0,05 0,41 ± 0,04 0,08 ±0,01 0,02 ± 0,00 
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Slika 16:Klonogenost celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 po izpostavitvi različnim dozam ionizirajočega 
sevanja (2-8 Gy); *P<0,05 proti kontrolni skupini B16F10 (0 Gy); #P<0,05 proti kontrolni skupini CT26 (0 Gy); 
+P<0,05 proti kontrolni skupini 4T1 (0 Gy); **P<0,05 med celičnimi linijami (B16F10, CT26 in 4T1). 
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4.4 IMUNOGENOST CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 PO IZPOSTAVITVI 
IONIZIRAJOČEMU SEVANJU IN VITRO 
 
Učinek ionizirajočega sevanja na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic smo 
določili na treh celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1. Celice omenjenih celičnih linij smo 
izpostavili različnim dozam ionizirajočega sevanja (6-24 Gy) ter 24 h po obsevanju 
citometrično določili prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic. Poleg tega smo pri 
enakih pogojih določili tudi delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic celičnih linij B16F10, 
CT26 in 4T1. Za kontrolno skupino smo imeli neobsevane celice. 
 
4.4.1 Kvantifikacija deleža PD-L1 in/ali MHC-1 pozitivnih celic 
 
4.4.1.1 Delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 24 h 
po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
 
Pri celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1 se 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 
Gy) delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic ni spremenil statistično značilno (P<0,05) 
glede na kontrolno skupino neobsevanih celic (Slika 17, 18, 19).  
 
 
Slika 17: Delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic celične linije B16F10 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju (6-24 Gy): P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
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Slika 18: Delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic celične linije CT26 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju (6-24 Gy); P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
 
 
Slika 19: Delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic celične linije 4T1 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju (6-24 Gy); P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
 
4.4.1.2 Prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
 
Z namenom določanja imunogenosti celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 pred in po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy), smo citometrično določili prisotnost MHC-1 v 
plazmalemi celic. 
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Ionizirajoče sevanje (6-24 Gy) 24 h po izpostavitvi celic celične linije B16F10 ni statistično 
značilno (P<0,05) spremenilo deleža MHC-1 pozitivnih celic glede na kontrolno skupino 
neobsevanih celic (Slika 20, Preglednica 14). Medtem je statistično značilno povečalo 
(P<0,05) izraženosti, merjene kot srednja fluorescentna intenziteta (MFI) MHC-1 v 
plazmalemi celic celične linije B16F10 pri vseh dozah obsevanja (Slika 21). 
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Slika 20: Citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež MHC-1 pozitivnih celic pri celični liniji B16F10; 
P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 
B16F10; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). C) Reprezentativni prikaz točkovnega diagrama analize 
pretočnega citometra za prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 pri kontrolni skupini ter pri 
dozi 24 Gy. 
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Slika 21: Citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) MFI za MHC-1 pri celični liniji B16F10; P<0,05 proti 
kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe MFI za MHC-1 pri celični liniji B16F10; P<0,05 proti kontrolni 
skupini (0 Gy). C) Reprezentativni primer histograma MFI za prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične 
linije B16F10. 
 
Pri celičnih linijah CT26 in 4T1 se 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy) ni 
spremenil statistično značilno (P<0,05) niti delež MHC-1 pozitivnih celic niti MFI v 
primerjavi s kontrolnimi neobsevanimi celicami (Slika 22, Slika 23, Slika 24, Slika 25, 
Preglednica 14). 
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Slika 22: Citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije CT26 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočem sevanju (6-24 Gy). A) Delež MHC-1 pozitivnih celic pri celični linij CT26; P<0,05 
proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije CT26; 
P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). C) Prikaz reprezentativnega točkovnega diagrama analize pretočnega 
citometra za prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične linije CT26 pri kontrolni skupini ter pri dozi 24 Gy.  
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Slika 23: Citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije CT26 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) MFI za MHC-1 pri celični liniji CT26; P<0,05 proti kontrolni 
skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe MFI za MHC-1 pri celični liniji CT26; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 
Gy). C) Reprezentativni primer histograma MFI za prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične linije B16F10. 
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Slika 24: Citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočem sevanju (6-24 Gy). A) Delež MHC-1 pozitivnih celic pri celični linij 4T1; P<0,05 
proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 4T1; 
P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). C) Prikaz reprezentativnega točkovnega diagrama analize pretočnega 
citometra za prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 pri kontrolni skupini ter pri dozi 24 Gy. 
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Slika 25: Citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) MFI za MHC-1 pri celični liniji 4T1; P<0,05 proti kontrolni 
skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe MFI za MHC-1 pri celični liniji 4T1; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 
Gy). D) Reprezentativni primer histograma MFI za prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 4T1. 
 
Preglednica 14: Delež MHC-1 pozitivnih celic pri celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju (6-24Gy). Rezultati so predstavljeni kot delež pozitivnih MHC-1 celic (%); P<0,05 proti 
kontrolni skupini (0 Gy). 
 
 0 Gy 6 Gy 12 Gy 18 Gy 24 Gy 
B16F10 2,4 ± 0,61 % 5,87 ± 1,27 % 7,87± 2,15 % 7,37± 2,96 % 7,87 ± 3,42 % 
CT26 99,92 ± 0,04 % 99,78 ± 0,13 % 99,82 ± 0,05 % 99,72 ± 0,10 % 99,70 ± 0,11 % 
4T1 99,48 ± 0,33 % 99,2 ± 0,24 % 98,9 ± 0,34 % 99,02 ± 0,31 % 98,68 ± 0,47 % 
 
Prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic smo primerjali tudi med celičnimi linijami. Delež 
kontrolnih neobsevanih celic celične linije B16F10, ki imajo prisoten MHC-1 na svoji 
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površini je bil statistično značilno manjši (P<0,05) v primerjavi s celičnim linijami CT26 in 
4T1, pri katerih je delež bil primerljiv (Slika 26, Preglednica 15). 
 
Preglednica 15: Delež MHC-1 pozitivnih neobsevanih celic pri celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1. Rezultati 
so predstavljeni kot delež MHC-1 pozitivnih celic (%); P<0,05, primerjava celičnih linij pri kontrolni skupini 
neobsevanih celic (0 Gy). 
 
Celična linija 0 Gy 
B16F10 2,4  ± 0,61 % 
CT26 99,92 ± 0,04 % 
4T1 99,48 ± 0,33 % 
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Slika 26: Primerjava deleža neobsevanih MHC-1 pozitivnih celic med celičnimi linijami B16F10, CT26 in 4T1; 
*P<0,05, primerjava kontrolnih neobsevanih celic med celičnimi linijami. 
 
4.4.1.3 Prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
 
Z namenom določanja vpliva ionizirajočega sevanja (6-24 Gy) na imunogenost celičnih linij 
B16F10, CT26 in 4T1 smo določili tudi prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju. 
 
Izpostavitev ionizirajočemu sevanju (12-24 Gy) je 24 h po obsevanju statistično značilno 
povečalo (P<0,05) deleža PD-L1 pozitivnih celic celične linije B16F10 v primerjavi s 
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kontrolnimi neobsevanimi celicam (Slika 27, Preglednica 16). Prav tako je izpostavitev 
ionizirajočemu sevanju 24 h po obsevanju tudi povečalo MFI (P<0,05) za PD-L1 v 
plazmalemi celic celične linije B16F10 pri vseh dozah obsevanja (6-24 Gy) glede na 
kontrolno skupino neobsevanih celic (Slika 28). 
 
 
 
Slika 27: Citometrično določanje prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični lniji B16F10; 
*P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične 
linije B16F10; *P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). C) Reprezentativni prikaz točkovnega diagrama analize 
pretočnega citometra za prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 pri kontrolni skupini in pri 
dozi 24 Gy. 
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Slika 28: Citometrično določanje prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy); *P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). A) MFI za PD-L1 pri 
celični liniji B16F10; *P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe MFI za PD-L1 pri celični 
liniji B16F10. C) Reprezentativni primer histograma MFI za prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 
B16F10. 
 
Pri celični liniji CT26 se ni 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy) statistično 
značilno spremenil (P<0,05) delež PD-L1 pozitivnih celic v primerjavi s kontrolno skupino 
neobsevanih celic (Slika 29, Preglednica 16). Na drugi strani se je MFI za PD-L1 v 
plazmalemi celic celične linije CT26 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju statistično 
značilno povečal (P<0,05) pri vseh dozah obsevanja (6-24 Gy) glede na kontrolno skupino 
neobsevanih celic (Slika 30). 
 
47 
Maruna M.Vpliv ionizirajočega sevanja na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi clic treh mišjih tumorskih celičnih linij in vitro. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
Slika 29: Citometrično določanje prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije CT26 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični lniji CT26; P<0,05 proti kontrolni 
skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije BCT26; P<0,05 proti 
kontrolni skupini (0 Gy). C) Reprezentativni prikaz točkovnega diagrama analize pretočnega citometra za 
prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije CT26 pri kontrolni skupini in pri dozi 24 Gy.  
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Slika 30: Citometrično določanje prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije CT26 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy); *P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). A) MFI za PD-L1 pri 
celični liniji CT26. B) Faktor spremembe MFI za PD-L1 pri celični liniji CT26; *P<0,05 proti kontrolni skupini 
(0 Gy). C) Reprezentativni primer histograma MFI za prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije CT26. 
 
Pri celični liniji 4T1 se je po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju statistično značilno povečal 
(P<0,05) delež PD-L1 pozitivnih celic, vendar le pri višjih testiranih dozah (18, 24 Gy) glede 
na kontrolno skupino neobsevanih celic (Slika 31, Preglednica 16). Za razliko se je MFI za 
PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
statistično značilno povečal (P<0,05) pri vseh testiranih dozah obsevanja (6-24 Gy) (Slika 
32). 
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Slika 31: Citometrično določanje prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični lniji 4T1; *P<0,05 proti kontrolni 
skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1; *P<0,05 proti 
kontrolni skupini (0 Gy). C) Reprezentativni prikaz točkovnega diagrama analize pretočnega citometra za 
prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 pri kontrolni skupini ter pri dozi 24 Gy.  
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Slika 32: Citometrično določanje prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 pred in 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) MFI za PD-L1 pri celični liniji 4T1; *P<0,05 proti kontrolni 
skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe MFI PD-L1 pri celični liniji 4T1; *P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
C) Reprezentativni primer histograma MFI za prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1. 
 
Preglednica 16: Delež PD-L1 pozitivnih celic pri celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju (6-24Gy). Rezultati so predstavljeni kot delež pozitivnih PD-L1 celic (%). Osenčani 
rezultati pri celičnih linijah B16F10 in 4T1 predstavljajo statistično značilno povečan delež PD-L1 pozitivnih 
celic v primerjavi s kontrolnimi neobsevanimi celicami; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
 0 Gy 6 Gy 12 Gy 18 Gy 24 Gy 
B16F10 20,82 ± 3,14 % 39,48 ± 6,93 % 56,6 ± 6,39 % 50,7 ± 5,71 % 50,36 ± 6,13 % 
CT26 18,76 ± 5,11 % 12,76 ± 3,89 % 16,22 ± 4,09 % 19,46 ± 4,12 % 16,66 ± 2,31 % 
4T1 11,7 ± 3,75 % 17,46 ± 4,28 % 27,18 ± 5,40 % 34,5 ± 5,39 % 35,24 ± 6,61 % 
 
Z namenom primerjave imunogenosti celic nas je zanimala tudi primerjava deleža PD-L1 
pozitivnih celic med celičnimi linijami B16F10, CT26 in 4T1. Pokazali smo, da se deleži PD-
L1 pozitivnih neobsevanih celic pri slednjih celičnih linijah ne razlikujejo statistično značilno 
(P<0,05) (Slika 33, Preglednica 17). 
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Preglednica 17: Delež PD-L1 pozitivnih neobsevanih celic pri celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1. Rezultati 
so predstavljeni kot delež PD-L1 pozitivnih celic (%); P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
 
Celična linija 0 Gy 
B16F10 20,17 ± 2,96 % 
CT26 18,76 ± 5,11% 
4T1 11,70 ± 3,75% 
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Slika 33: Primerjava deleža neobsevanih PD-L1 pozitivnih celic med celičnimi linijami B16F10, CT26 in 4T1; 
P<0,05 primerjava kontrolnih neobsevanih celic med celičnimi linijami. 
 
4.4.1.4 Hkratna prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 
in 4T1 po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju 
 
V plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 smo citometrično določili tudi 
hkratno prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju (6-24 Gy). Pri celičnih linijah B16F10 in CT26 se po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju (6-24 Gy) ni statistično značilno spremenil (P<0,05) delež dvojno pozitivnih celic 
glede na kontrolno skupino neobsevanih celic (Slika 34, Slika 35). 
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Slika 34: Citometrično določanje hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic celične linije B16F10 
24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež dvojno pozitivnih celic celične linije B16F10; 
P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi 
celic celične linije B16F10; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). 
 
 
Slika 35: Citometrično določanje hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic celične linije CT26 24 
h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež dvojno pozitivnih celic celične linije CT26; 
P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi 
celic celične linije B16F10; P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy).  
 
Na drugi strani je bil pri celicah celične linije 4T1 24 h po izpostavitvi višjim dozam 
obsevanja (18, 24 Gy) delež dvojno pozitivnih celic statistično značilno povečan (P<0,05) 
glede na kontrolno skupino neobsevanih celic (Slika 36). Delež dvojno pozitivnih 
neobsevanih celic celične linije 4T1 je bil 10,58 ± 3,35 %. Ionizirajoče sevanje je statistično 
značilno povečalo (P<0,05) delež dvojno pozitivnih celic celične linije 4T1 in sicer pri dozi 
18 Gy na 32,92 ± 5,44 % ter pri dozi 24 Gy na 34,48 ± 6,48 %. 
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Slika 36: Citometrično določanje hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 24 
h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). A) Delež dvojno pozitivnih celic celične linije 4T1; *P<0,05 
proti kontrolni skupini (0 Gy). B) Faktor spremembe hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic 
celične linije B16F10; *P<0,05 proti kontrolni skupini (0 Gy).  
 
Nenazadnje smo tudi pokazali, da se deleži dvojno pozitivnih neobsevanih celic pri slednjih 
celičnih linijah ne razlikujejo statistično značilno (P<0,05) (Slika 37). 
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Slika 37: Primerjava deleža neobsevanih dvojno pozitivnih celic med celičnimi linijami B16F10, CT26 in 4T1; 
P<0,05 primerjava kontrolnih neobsevanih celic med celičnimi linijami. 
 
Da bi dobili delež celic, ki imajo prisoten le bodisi MHC-1 ali PD-L1 v plazmalemi, smo 
izračunali razliko med deležem dvojno pozitivnih celic in deležem MHC-1 pozitivnih celic ali 
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PD-L1 pozitivnih celic. Pri celični liniji B16F10 je bil delež kontrolnih neobsevanih celic, ki 
so imele prisoten le MHC-1 v plazmalemi 1 %, hkrati pa je bil delež kontrolnih neobsevanih 
celic, ki so imele v plazmalemi le PD-L1 18,77 %. Pri celičnih linijah 4T1 in CT26 so imele 
vse kontrolne neobsevane celice, ki so imele v plazmalemi PD-L1, hkrati prisoten tudi MHC-
1. Delež neobsevanih celic celične linije CT26, ki imajo prisoten le MHC-1 v plazmalemi je 
82,58 %, medtem koje bil ta delež pri celični liniji 4T1 88,9 %. 
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5 RAZPRAVA 
 
Kombinacija radioterapije in imunoterapije je obetavna terapija za zdravljenje raka. Dokazano 
je namreč bilo, da poleg direktnega citotoksičnega učinka, ionizirajoče sevanje vpliva tudi na 
prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic ter na ta način spremeni 
imunogenost tumorja. Na drugi strani pa imunoterapija z zaviralci kontrolnih točk imunskega 
odziva zaobide imunosupresijo (Deng in sod., 2014; Reits in sod., 2006). Podatki o 
kvantifikaciji prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic s pomočjo pretočne 
citometrije so v literaturi zelo pomanjkljivi oziroma v večini ne prikazujejo deleža MHC-1 in 
PD-L1 pozitivnih tumorskih celic, temveč le srednjo fluorescentno vrednost (MFI) (Hauser in 
sod., 1993; Ohno in sod., 2017). Hkrati so pomanjkljivi tudi podatki o vplivu ionizirajočega 
sevanja na imunogenost celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1. Prav tako v literaturi nismo 
zasledili podatkov o sistematični primerjavi imunogenosti celic treh opisanih celičnih linij v 
istem poskusu. 
 
5.1 IONIZIRAJOČE SEVANJE VPLIVA NA MORFOLOŠKE ZNAČILNOSTI CELIC 
CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 
 
S pomočjo mikroskopije smo želeli preveriti vpliv ionizirajočega sevanja na velikost celic 
celičnih linij B16F10, CT26 ter 4T1. Poleg tega smo preverili tudi, kakšno celično smrt 
povzroča ionizirajoče sevanje. 
 
Primerjava velikosti celic med celičnimi linijami je pokazala, da so celice celične linije 
B16F10 statistično značilno manjše (P<0,05) kot celice celičnih linij CT26 in 4T1, ki so 
primerljive velikosti. Rezultati merjenja so pokazali tudi, da ionizirajoče sevanje statistično 
značilno poveča (P<0,05) velikost celic celičnih linij B16F10, CT26 ter 4T1. Z diferencialnim 
barvanjem smo dokazali, da ionizirajoče sevanje povzroča nekrozo in apoptozo. 
 
Voos in sod. (2018) so v svoji raziskavi pokazali, da je velikost celic Jurkat 48 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju povečana. V magistrski nalogi smo potrdili, da 
ionizirajoče sevanje poveča velikost celic testiranih celičnih linij, in sicer že 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju.  
 
Ionizirajoče sevanje povzroča apoptozo in nekrozo (Payne in sod., 1992). Payne in sod. 
(1992) so pokazali, da ionizirajoče sevanje v zgodnji časovni točki (po 4h), povzroča 
apoptozo, medtem ko sta v pozni časovni točki (po 16 h) prisotni tako apoptoza kot nekroza. 
Naši rezultati se ujemajo z rezultati omenjene raziskave. Potrdili smo prisotnost apoptoze in 
nekroze 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju. Z diferencialnim barvanjem po Giemsi 
smo določili celično smrt na podlagi morfoloških značilnosti. Apoptoza je morfološko vidna 
kot zaokroženje celice, zmanjšanje nuklearnega in celičnega volumna (pikoza) ter jedrna 
fragmentacija (kondenzacija kromatina). Ena od morfoloških značilnosti apoptoze sta tudi 
brstenje celične membrane ter pojav apoptotskih telesc, ki vsebujejo intaktne organele ali 
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fragmente jedra. Na drugi strani je nekroza morfološko vidna kot zatekanje citoplazme in 
organelov in predrtje celične membrane, zaradi česar prihaja do izlitja vsebine v okolico 
(Galluzzi in sod., 2007). Z barvanjem po Giemsi nekrotske celice lahko ločimo od drugih 
celic, ker so zaradi nabrekanja organelov oziroma sproščanja vsebine iz lizosomov, ki zakisa 
citoplazmo, obarvane rožnato. Prisotnost nekrotskih celic v kontrolnih skupinah je bila 
najverjetneje posledica mehanskih poškodb, ki so nastale zaradi načina priprave preparatov ali 
pa zaradi normalnega celičnega cikla. 
 
5.2 OVREDNOTENJE CELIČNIH LINIJ B16F10, CT26 IN 4T1 
 
Celični liniji CT26 in 4T1 sta nova, še nikoli uporabljena ali testirana, modela v našem 
laboratoriju. Zaradi tega smo omenjeni celični liniji skupaj s celično linijo B16F10, ki je 
dobro uveljavljen model v našem laboratoriju, naprej ovrednotili s pomočjo testa proliferacije 
in testa klonogenosti. 
 
5.2.1 Celične linije B16F10, CT26 in 4T1 imajo primerljivo sposobnost proliferacije 
 
S pomočjo testa proliferacije smo določili proliferacijske sposobnosti celičnih linij B16F10, 
CT26 in 4T1 ter jih primerjali. 
 
V magistrski nalogi smo pokazali, da imajo testirane celične linije B16F10, CT26 in 4T1 
primerljive proliferacijske sposobnosti, med DT celičnih linij ni bilo statistično značilnih 
razlik (P<0,05). 
 
Naši rezultati, ki kažejo na primerljivo proliferativno sposobnost celičnih linij CT26 in 4T1, 
se skladajo z rezultati Wanga in sod. (2016), ki so tudi pokazali primerljive proliferacijske 
sposobnosti omenjenih celičnih linij. Ker je celična linija B16F10 dobro uveljavljen model v 
našem laboratoriju, so podatki o proliferativnih sposobnostih omenjene celične linije dostopni 
v laboratoriju (neobjavljeno). Rezultati proliferativnih sposobnosti celične linije B16F10 iz 
naše raziskave se ujemajo z rezultati prejšnjih poskusov našega laboratorija. Medtem ko 
podatkov o primerljivi proliferaciji celične linije B16F10 s celičnima linijama CT26 in 4T1 v 
istem poskusu v literaturi nismo našli in je zato pomemben podatek za nadaljnje raziskovanje.  
 
5.2.2 Ionizirajoče sevanje zmanjša klonogenost celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 
 
Radioobčutljivost celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 smo določili in primerjali s pomočjo 
testa klonogenosti, pri katerem smo določili delež preživelih tumorskih celic, ki so ohranile 
reprodukcijsko sposobnost po obsevanju. Število celic, ki so ohranile reprodukcijsko 
sposobnost, je pomemben podatek, saj je ponovna rast tumorskih celic po subkurativnem 
zdravljenju posledica proliferacije majhnega števila celic, ki ohranijo reprodukcijsko 
sposobnost (Joiner in Kogel, 2009). 
 
57 
Maruna M.Vpliv ionizirajočega sevanja na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi clic treh mišjih tumorskih celičnih linij in vitro. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
Rezultati preliminarnega poskusa so pokazali, da je celična linija B16F10 statistično značilno 
bolj (P<0,05) sposobna tvorjenja kolonij kot celični liniji CT26 in 4T1, medtem ko je celična 
linija 4T1 statistično značilno bolj (P<0,05) sposobna tvorjenja kolonij kot celična linija 
CT26. Pokazali smo, da so celične linije B16F10, CT26 in 4T1 radioobčutljive, njihova 
reproduktivna sposobnost se statistično značilno zmanjšala (P<0,05) že pri dozi 2 Gy. Tudi 
smo pokazali, da je celična linija B16F10 statistično značilno bolj (P<0,05) radioobčutljiva 
kot celični liniji CT26 in 4T1, ki sta primerljivo radioobčutljivi. 
 
Ker je celična linija B16F10 dobro uveljavljen model v našem laboratoriju, so podatki o 
radioobčutljivosti omenjene celične linije dostopni, vendar niso objavljeni. Rezultati 
radioobčutljivosti celične linije B16F10 v magistrski nalogi se ujemajo z rezultati prejšnjih 
poskusov našega laboratorija. Young in sod. (2013) so v svoji raziskavi grafično pokazali, da 
sta celični liniji CT26 in 4T1 primerljivo radioobčutljivi, kar smo potrdili tudi mi. Na drugi 
strani kvantitativnih podatkov o radioobčutljivosti celičnih linij CT26 in 4T1 in vitro v 
literaturi nismo zasledili. Enako kot v primeru proliferacije, podatkov o primerjavi 
radioobčutljivosti med vsemi tremi celičnimi linijami v istem poskusu v literaturi ni. 
 
5.3 UČINEK IONIZIRAJOČEGA SEVANJA NA IMUNOGENOST CELIČNIH LINIJ 
B16F10, CT26 IN 4T1 
 
Pri določanju vpliva ionizirajočega sevanja na imunogenost celičnih linij B16F10, CT26 in 
4T1, smo najprej določili delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju. Delež živih, nekrotskih in apoptotskih celic smo citometrično določili 
s pomočjo protiteles proti aneksinuV in barvilom 7-AAD. Žive celice so 7-AAD in aneksin V 
negativne celice, zgodnje apoptotske celice so aneksin V pozitivne celice, nekrotske celice 7-
AAD pozitivne celice ter pozno nekrotske dvojno pozitivne za 7-AAD in aneksin V (Crowley 
in sod., 2016; Zembruski in sod., 2012). V nadaljevanju smo nekrotske celice (pozitivne za 
7AAD ali dvojno pozitivne za 7AAD in aneksin V) izločili iz nadaljnje analize. To smo 
naredili iz dveh razlogov: 1) zanimala nas je le prisotnost MHC-1 v plazmalemi in ne v 
notranjosti permeabilizirane nekrotske celice in 2) opisano je bilo, da pri nekrotskih celicah 
prihaja do nespecifične, tudi znotrajcelične, vezave protiteles, kar lahko da lažno pozitivne 
rezultate („Določanje celične smrti s pretočno citometrijo“, 2011). Prisotnost MHC-1 in PD-
L1 ter hkratno prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic pred in po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju smo določili le na na živih celicah celičnih linij B16F10, CT26 in 
4T1. Velja poudariti, da smo z namenom kvantifikacije spremembe po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju, delali z vedno enakim številom celic. 
 
5.3.1 Delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju ostaja nespremenjen 
 
Ker nas je zanimala prisotnost MHC-1 in PD-L1 na živih celicah 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju, smo najprej s pomočjo protiteles proti aneksinu V in barvilu 7-AAD 
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citometrično določili delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic celičnih linij B16F10, CT26 
in 4T1.  
 
Rezultati so pokazali, da se delež živih, apoptotskih in nekrotskih celic pri celičnih linijah 
B16F10, CT26 in 4T1 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy) ni statistično 
značilno (P<0,05) spremenil glede na kontrolne neobsevne celice posamezne celične linije.  
 
Čas 24 h po terapiji smo izbrali zato, ker so Derer in sod. (2016) v svoji raziskavi pokazali,da 
je delež apoptotskih in nekrotskih celic 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju primerljiv 
deležu pri kontrolnih neobsevnih celicah. Slednje se ujema z našimi rezultati. Pokazali so 
tudi, da se delež apoptotskih in nekrotskih celic poveča 48 h po izpostavitvi ionizirajočemu 
sevanju. To bi lahko razložili s tem, da ionizirajoče sevanje povzroča celično smrt pozneje, da 
je izbrana časovna točka 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju še pred spreminjanjem 
deleža apoptotskih in nekrotskih celic. Namreč, po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju, 
večina celic proliferira in nekajkrat nadaljuje celični cikel preden konča proliferacijo in vstopi 
v celično smrt (Forrester in sod., 1999). 
 
5.3.2 Ionizirajoče sevanje vpliva na prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celičnih linij 
B16F10, CT26 in 4T1 
 
Za uspešno delovanje celic T ubijalk, ki kot pomembni efektorji imunskega urejanja 
prepoznavajo in odstranjujejo tumorske celice, je potrebna prisotnost MHC-1 v plazmalemi 
tumorskih celic. Zato je slednje tudi predpogoj za uspešno delovanje imunoterapije z zaviralci 
kontrolne točke PD-1/PD-L1. Namreč, glavna naloga zaviralcev PD-1 ali PD-L1 je 
preprečevanje inaktivacije celic T ubijalk. Aktivirane celice T ubijalke pa lahko prepoznavajo 
in posledično odstranjujejo tumorske celice le preko izraženega MHC-1 v plazmalemi 
tumorske celice (Leone in sod., 2013). Genetske in epigenetske razlike med posameznimi 
tumorskimi celicami znotraj istega tumorja vodijo do heterogenega izražanja MHC-1 v 
tumorju. Na podlagi imunohistokemijskega označevanja lahko tako tumorje razvrstimo na 
MHC-1 pozitivne (>75 % tumorskih celic je za MHC-1 pozitivnih), heterogene (25 – 75 % 
tumorskih celic je MHC-1 pozitivnih) ter MHC-1 negativne tumorje (<25 % tumorskih celic 
je MHC-1 pozitivnih). Ionizirajoče sevanje vpliva na imunogenost tumorja, med drugim tudi 
na prisotnost MHC-1 v plazmalemi tumorskih celic (Garnett in sod., 2004). Iz teh razlogov bi 
lahko bilo citometrično določanje prisotnosti MHC-1 v plazmalemi tumorskih celic 
potencialno pomemben napovedni dejavnik, ki bi pripomogel pri uspešnosti zdravljenja 
(Šmahel, 2017). 
 
Prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 smo v magistrski 
nalogi primerjali citometrično. Zanimala nas je predvsem prisotnost MHC-1 v plazmalemi 
živih celic (negativne za 7AAD). 
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Pokazali smo, da je delež MHC-1 pozitivnih celic pri celični liniji B16F10 statistično značilno 
manjši (P<0,05) kot delež MHC-1 pozitivnih celic pri celičnih linijah CT26 in 4T1, pri katerih 
je delež bil primerljiv. 
 
Pridobljeni rezultati o nizki prisotnosti MHC-1 (2,4%) v plazmalemi celic celične linije 
B16F10 se ujemajo z rezultati raziskave Selingera in sod. (2001), ki so pokazali, da je delež 
MHC-1 pozitivnih celic 2,5 %. Naši rezultati se ujemajo tudi z rezultati Yamamure in sod. 
(2015), ki so pokazali, da je delež MHC-1 pozitivnih celic pri celični liniji B16F10 ~ 2,3 %. 
Mahadevan in sod. (2017) so citometrično določili prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic 
celične linije CT26. Pokazali so, da je delež MHC-1 pozitivnih celic zelo visok (91,1 %), kar 
smo v magistrski nalogi potrdili tudi mi (99,92 %). Na drugi strani kvantitativnih podatkov o 
prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic celične linije 4T1, določenih s pretočno citometrijo, 
nismo našli. Vendar smo mi pokazali, da je delež MHC-1 pozitivnih celic pri celični liniji 4T1 
99,48 %. Po pregledu literature smo zasledili le podatke o MFI, ki jih zaradi pomanjkljivih 
podatkov o protokolih ne moremo neposredno primerjati z našimi podatki (Ohno in sod., 
2017). Smo pa v literaturi našli podatke, kjer so prisotnost MHC-1 na tumorjih celičnih linij 
CT26 in 4T1 dokazali imunohistokemijsko. Lechner in sod. (2013) so z imunohistokemijskim 
barvanjem pokazali, da je večina celic celične linije 4T1 in CT26 MHC-1 pozitivnih. Slednji 
podatek se sklada z našimi rezultati. Poudariti moramo, da je v našem primeru, ko nas bolj kot 
lokalizacija zanima kvantifikacija, pretočna citometrija uporabnejše orodje kot 
imunohistokemijsko barvanje (Bezerra in sod., 2011). 
 
Pokazano je bilo, da ionizirajoče sevanje poveča MFI MHC-1 v plazmalemi celic celične 
linije humanega melanoma in vitro (Reits in sod., 2006). Natančneje, Reits in sod. (2006) so v 
svoji raziskavi pokazali, da ionizirajoče sevanje (7-25 Gy) poveča MFI MHC-1 v plazmalemi 
celic v dozni odvisnosti in sicer 18 h po obsevanju. V magistrski nalogi nas je zanimala 
prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, 4T1 in B16F10 24 h po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). 
 
Pokazali smo, da se pri celičnih linijah B16F10, 4T1 in CT26 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju delež MHC-1 pozitivnih celic ni spremenil statistično značilno 
(P<0,05) v primerjavi s kontrolnimi neobsevanimi celicami. Vendar smo pokazali, da pride 24 
h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju do statistično značilnega povečanja MFI za MHC-1 
v plazmalemi celic celične linije B16F10. In sicer, MFI MHC-1 v plazmalemi celic B16F10 
se je statistično značilno povečal (P<0,05) pri dozi 6 Gy za faktor 1,62, pri dozi 12 Gy za 
faktor 1,76, pri dozi 18 Gy za faktor 1,70 ter pri dozi 24 Gy za faktor 1,88. Na drugi strani, 
ionizirajoče sevanje 24 h po izpostavitvi ni statistično značilno (P<0,05) spremenilo MFI za 
MHC-1 v plazmalemi celic celičnih linij CT26 in 4T1, vidi pa se trend povišanja, ki bi lahko 
imel biološki učinek (Zhan in sod, 2017). Kot že omenjeno v magistrski nalogi, kvantitativna 
primerjava deleža MHC-1 pozitivnih celic pri omenjenih celičnih linijah v istem poskusu je v 
literaturi do danes zelo pomanjkljiva. Prav zato so podatki, pridobljeni v magistrski nalogi, 
pomembni za celostno ovrednotenje in primerjavo treh tumorskih celičnih linij, hkrati pa 
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pomemben gradnik modela odziva tumorjev na radiotrepijo. Za nadaljnjo razlago, zakaj pri 
celicah celične linije B16F10 pride do povišanja MFI za MHC-1 pri CT26 in 4T1 pa ne, so 
potrebni dodatni eksperimenti. 
 
5.3.3 Ionizirajoče sevanje vpliva na prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij 
B16F10, CT26 in 4T1 
 
Velika večina tumorjev vsebuje celice T ubijalke, vendar je zaradi prisotnosti imunskih 
kontrolnih točk, ki jih izražajo tumorske celice, preprečena njihova citotoksična aktivnost. 
Interakcija imunskih kontrolnih točk, kot sta za primer PD-L1 na tumorskih celicah, in PD-1 
na T celicah povzroča imunosupresijo (Iwai in sod., 2002). Kljub temu da se je inhibicija ali 
PD-1 ali PD-L1 pokazala kot obetavna oblika terapije pri bolnikih s tumorji, še vedno ni 
znano, zakaj se večina bolnikov ne odziva na to terapijo. K učinkovitosti imunoterapije z 
zaviralci kontrolnih točk imunskega odziva doda tudi radioterapija, saj ionizirajoče sevanje 
vpliva na prisotnost PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic (Deng in sod., 2014). Za povečanje 
terapevtske koristi terapije z zaviralci kontrolnih točk imunskega odziva, poteka intenzivno 
iskanje in raziskovanje napovednih dejavnikov. Izražanje PD-L1 v plazmalemi tumorskih 
celic je do danes eden od najpomembnejših dejavnikov (Gibney in sod., 2016). 
 
V magistrski nalogi smo citometrično določili tudi prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic 
celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1. Enako kot v primeru MHC-1 nas je zanimala pristonost 
PD-L1 na živih celicah (7-AAD negativne celice). 
 
Pokazali smo, da se deleži PD-L1 pozitivnih neobsevanih celic pri slednjih celičnih linijah ne 
razlikujejo statistično značilno (P<0,05). Delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični liniji 
B16F10 je bil 20,17 %, pri celični liniji CT26 18,76 % ter pri celični liniji 4T1 je bil 11,7 %. 
 
Kleffel in sod. (2015) so citometrično pokazali, da je delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični 
liniji B16F10 44,7 %. Naši rezultati so pokazali, da je delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični 
liniji B16F10 20,17 %. Poleg tega so Mahadevan in sod. (2017) v svoji raziskavi pokazali, da 
je delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični liniji CT26 10,32 %. Mi smo pa pokazali, da je 
delež PD-L1 pozitivnih celic pri celični liniji CT26 18,76 %. Ker nimamo podatkov o 
metodah in statistični analizi objavljenih rezultatov, ne moremo direktno primerjati skladnost 
rezultatov. Podatkov o deležu PD-L1 pozitivnih celic pri celični liniji 4T1 nismo zasledili v 
literaturi. V naši raziskavi smo pokazali, da je delež PD-L1 pozitivnih celic pri omenjeni 
celični liniji 11,7 %. Drugih citometrično pridobljenih kvantitativnih podatkov, z izjemo opisa 
MFI pri naših celičnih linij, ki ga ne moremo primerjati z našimi rezultati, v literaturi ni (Lohr 
in sod., 2000; Ohno in sod., 2017). Pokazano je bilo, da imunohistokemisjko označevanje PD-
L1 korelira z rezultati pretočne citometrije (Bezerra in sod., 2011). Imunohistokemijsko je 
bila določena prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celične linije CT26 (Kleinovink in sod., 
2017). Opisana je bila heterogena prisotnost PD-L1. Kleinovnik in sod. (2017) so pokazali, da 
imajo nekateri skupki celic visoko prisotnost PD-L1, hkrati pa imajo drugi skupki celic nizko 
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prisotnost PD-L1 v plazmalemi. Drugih podatkov o primerjavi celičnih linij B16F10, CT26 in 
4T1 nismo našli. Zato menimo, da so pridobljeni rezultati objavljivi. 
 
Vpliv ionizirajočega sevanja na prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10 in 
CT26 so raziskali Derer in sod. (2016). Pokazali so, da ionizirajoče sevanje (10 Gy) 24 h in 
48 h po izpostavitvi ionozirajočemu sevanju statistično značilno poveča MFI PD-L1 v 
plazmalemi celic celične linije B16F10, medtem ko pri celični liniji CT26 ostaja 
nespremenjen. Z namenom določanja vpliva ionizrajočega sevanja na prisotnost PD-L1 na 
tumorskih celicah, smo tudi mi preverili prisotnost PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij 
B16F10, CT26 in 4T1 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy) 
 
V magistrski nalogi smo pokazali, da ionizirajoče sevanje 24 h po izpostavitvi statistično 
značilno poveča (P<0,05) delež PD-L1 pozitivnih celic celične linije B16F10 v primerjavi s 
kontrolnimi neobsevanimi celicami, vendar le pri višjih dozah obsevanja (12-24 Gy). Na 
drugi strani se je MFI za PD-L1 statistično značilno povečal (P<0,05) pri vseh dozah 
obsevanja (6-24 Gy). Pri celični liniji CT26 ionizirajoče sevanje ni statistično značilno 
spremenilo (P<0,05) deleža PD-L1 pozitivnih celic 24 h po izpostavitvi, vendar je statistično 
značilno povečalo (P<0,05) MFI pri vseh dozah obsevanja (6-24 Gy). Pokazali smo tudi, da 
ionizirajoče sevanje 24h po izpostavitvi statistično značilno poveča (P<0,05) delež PD-L1 
pozitivnih celic celične linije 4T1 pri dozah 18 in 24 Gy v primerjavi s kontrolnimi 
neobsevanimi celicami. Na drugi strani pa je bil MFI statistično značilno povečan (P<0,05) 
pri vseh dozah obsevanja (6-24 Gy).  
 
Zgoraj opisane rezultate Derera in sod (2016) smo v magistrski nalogi potrdili. In sicer, 
potrdili smo, da ionizirajoče sevanje po 24 h statistično značilno poveča MFI za PD-L1 v 
plazmalemi celic celične linije B16F10. Faktor povečanja je bil med 1,52 (6 Gy) in 1,64 (24 
Gy). Na drugi strani se rezultati raziskave Derera in sod. (2016) za celično linijo CT26 ne 
skladajo z našimi rezultati. V slednji raziskavi so sicer testirali le dozo 10 Gy, medtem, ko 
smo mi preizkusili tudi doze do 24 Gy. Pokazali so, da se MFI za PD-L1 po obsevanju 
statistično značilno ne spremeni. V magistrski nalogi smo pokazali, da se 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju MFI za PD-L1 na plazmalmi celic celične linije CT26 statistično 
značilno poveča. Pri dozi 6 Gy za faktor 1,61, pri dozi 12 Gy za faktor 1,66, pri dozi 18 Gy za 
faktor 1,69 ter pri dozi 24 Gy za faktor 1,81. Ni se statistično značilno spremenil (P<0,05) pa 
delež PD-L1 pozitivnih celic po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju v primerjavi z 
kontrolnimi neobsevanimi celicami. Razlike med našimi in objavljenimi rezultati so lahko 
posledica razlik med protokoli, uporabljenimi protitelesi in pretočnimi citometri. Pokazali 
smo tudi, da se 24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju MFI za PD-L1 v plazmalemi celic 
celične linije 4T1 statistično značilno poveča (P<0,05) pri vseh dozah obsevanja (6-24 Gy). 
Podatkov o prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic celične linije 4T1 za primerjavo z našimi 
podatki v literaturi nismo zasledili. Poleg tega, pokazali smo, da se 24 h po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju delež PD-L1 pozitivnih celic pri celičnih linijah B16F10 in 4T1 
statistično značilno poveča. In sicer, pri celični liniji B16F10 se pri dozi 12 Gy statistično 
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značilno povečal (P<0,05) za faktor 2,53, pri dozi 18 Gy za faktor 2,59 ter pri dozi 24 Gy za 
faktor 2,39. Pri celicah celične linije 4T1 se prisotnost PD-L1 statistično značilno povečala 
(P<0,05) pri dozi 18 Gy za faktor 2,49 ter pri dozi 24 Gy za faktor 2,58. Opisano je bilo, da 
lahko do povečanja deleža PD-L1 pozitivnih celic po obsevanju pride zaradi intrinzičnih ali 
ekstrinzičnih signalov. Do povečanja vodi IFN-γ, ki ga v tumorju izločajo imunske celice in 
tudi tumorske celice (Mimura in sod., 2018). Slednje so potrdili in vitro poskusi, pri katerih so 
celice inkubirali z IFN-γ (Grenga in sod., 2014). Vsi naši eksperimenti so bili izvedeni in 
vitro. Za povišanje PD-L1 pri testiranih celičnih linijah je tako odgovorno povišanje IFNγ ali 
drugi mehanizmi, preko poti EGFR in DNA popravljalnih mehanizmov (Akbay in sod., 2013; 
Sato in sod., 2017), kar pa je predmet nadaljnjih raziskav. V vsakem primeru povišanje 
izražanja pripomore k odzivnosti na imunoterapijo z zaviralci kontrolnih točk imunskega 
odziva (Schmidt in sod., 2015). 
 
5.3.4 Ionizirajoče sevanje vpliva na hkratno prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi 
celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 
 
Tumorske celice pri pljučnem raku se lahko izogibajo imunskemu sistemu tudi s kombinacijo 
dveh mehanizmov pobega; ta sta povečana prisotnost PD-L1 ter izguba prisotnosti MHC-1 v 
plazmalemi celic (Perea in sod., 2017). Izguba prisotnosti MHC-1 v plazmalemi je en od 
najbolj pogostih mehanizmov pobega tumorskih celic imunskemu sistemu. Kljub temu je 
izražanje oziroma prisotnost MHC-1 v plazmalemi tumorskih celic pri imunoterapiji z 
zaviralci PD-1/PD-L1 slabo raziskana (Šmahel, 2017). Aust in sod. (2017) so pri raku 
jajčnikov pokazali, da je povečana izraženost genov za PD-L1 v pozitivni korelaciji z 
izraženostjo MHC-1 genov. V članku so opisali dva mogoča vzporedna načina pobega 
tumorskih celic, ki se medsebojno izključujeta: 1) aktivacija regulatornega mehanizma 
izraženosti PD-L1 za inhibicijo celic T ubijalk, 2) izguba prisotnosti MHC-1 pri PD-L1 
negativnih tumorskih celicah (Aust in sod., 2017).  
 
Prav zaradi tega smo v magistrski nalogi določili in primerjali hkratno prisotnost MHC-1 in 
PD-L1 pri celičnih linijah B16F10, CT26 in 4T1. Citometrično smo ovrednotili hkratno 
prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 pred in 
24 h po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju (6-24 Gy). Določili smo tudi delež celic, ki imajo 
v plazmalemi prisoten le bodisi MHC-1 ali PD-L1. 
 
Pokazali smo, da je pri celični liniji B16F10 delež celic, ki imajo hkrati prisoten MHC-1 in 
PD-L1 v plazmalemi 1,4 %, pri celični liniji CT26 17,34 %, pri celični liniji 4T1 pa 10,58 %.  
 
Naši rezultati se skladajo z rezultati Austa in sod. (2017), saj v primeru naših celičnih linij 
obstaja hkratna prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi tumorskih celic. Hkratna prisotnost 
obeh proteinov je v našem primeru pri celicah celičnih linij 4T1 in CT26, za razliko od celic 
B16F10, neizogibna, saj je za MHC-1 v obeh primerih pozitivnih več kot 99 % celic.  
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Drugače je pri celicah celične linije B16F10, saj je delež MHC-1 pozitivnih celic in 
posledično dvojno pozitivnih celic nižji. Hkrati obstaja pri celični liniji B16F10 velika 
populacija celic, ki je MHC-1 in PDL-1 negativna. Slednja populacija pri celičnih linijah 
CT26 in 4T1 ni omembe vredna (<1 %). 
 
V magistrski nalogi smo obravnavali le dva mehanizma pobega tumorskih celic imunskemu 
sistemu. To sta izražanje MHC-1 in PD-L1. Mehanizma vključujeta le citotoksične aktivnosti 
preko celic T ubijalk. Ob upoštevanju slednjega, se v primeru celične linije B16F10 celice 
izogibajo imunskemu sistemu z nizkim izražanjem MHC-1. V smeri še boljšega izogibanja 
celicam T ubijalkam bi bilo potrebno dodatno znižanje MHC-1 ali pojav prisotnosti PD-L1 
pri MHC-1 pozitivni populaciji celic. Drugače je pri celicah celičnih linij CT26 in 4T1, saj je 
večina celic pozitivnih za MHC-1. Za supresijo imunskega sistema pri celičnih linijah CT26 
in 4T1 bi bilo za uspešnejše izogibanje imunskemu sistemu potrebno zvišanje dvojno 
pozitivnih celic ali pa znižanje populacije MHC-1 pozitivnih celic. Pri tem ne smemo 
pozabiti, da so dvojno negativne celice tumorske celice, tako kot somatske celice, potencialna 
tarča za celice NK (Sun in Lanier, 2011). 
 
Perea in sod. (2017) so pokazali, da so tumorji z večjim deležem dvojno pozitivnih celic bolje 
infiltrirani s celicami T ubijalkami. V magistrski nalogi smo pokazali, da ni statistično 
značilnih razlik (P<0,05) med deležem dvojno pozitivnih neobsevanih celic pri treh testiranih 
celičnih linijah in vitro. Za potrditev korelacije je potrebno izvesti meritve deleža dvojno 
pozitivnih celic iz vzorca tumorjev in vivo. S tem bi pridobili tudi podatke o vplivu 
mikrookolja tumorja na delež dvojno pozitivnih celic. 
 
Ker smo v magistrski nalogi pokazali, da ionizirajoče sevanje vpliva na prisotnost MHC-1 in 
PD-L1 v plazmalemi celic, smo preverili tudi, ali se po izpostavitvi celic ionizirajočemu 
sevanju spremeni hkratna prisotnost MHC-1 in PD-L1. 
 
Pokazali smo, da ionizirajoče sevanje po 24 h statistično značilno (P<0,05) ne spremeni 
hkratne prisotnosti MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10 in CT26. Do 
statistično značilnega povečanja (P<0,05) deleža dvojno pozitivnih celic je prišlo pri celični 
liniji 4T1, ampak le po obsevanju z dozama 18 in 24 Gy. 
 
Da ostaja delež dvojno pozitivnih celic B16F10 in CT26 po obsevanju enak, sta glede na naše 
rezultate, odgovorna dva dogodka. In sicer, pri celični liniji B16F10 delež MHC-1 pozitivnih 
celic ostaja enak pred in po obsevanju. Na drugi strani se pri celični liniji CT26 po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju ne spreminjata deleža PDL-1 in MHC-1 pozitivnih celic. 
Do statistično značilnega povečanja deleža dvojno pozitivnih celic je prišlo pri celični liniji 
4T1, ampak le po obsevanju z dozama 18 in 24 Gy in sicer na račun povečanja deleža PD-L1 
pozitivnih celic. Pri celični liniji 4T1 je bil faktor povečanja dvojno pozitivnih celic 3,11pri 
dozi 18 Gy ter 3,26 pri dozi 24 Gy. Ne glede na to obstaja, kot opisujejo Austa in sod. (2017), 
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pri vseh treh celičnih linijah hkratna prisotnost MHC-1 in PDL-1, ki pa je mehanistično 
medsebojno izključujoča. 
 
V magistrski nalogi smo obravnavali le dva od mnogih mehanizmov. Prav tako smo izvedli le 
in vitro poskuse. Za natančneje določanje mehanizma pobega obsevanih tumorskih celic 
imunskemu sistemu so potrebne dodatne, predvsem in vivo raziskave. Mutacijsko breme pred 
in po obsevanju ter vpliv ionizirajočega sevanja na tumorsko mikrookolje ter imunski sistem 
pri tem niso zanemarljivi. 
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6 SKLEPI 
 
V magistrski nalogi smo imunološko ovrednotili celice celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 in 
vitro. Preverili in primerjali smo proliferacijo, radioobčutljivost oziroma reproduktivno 
sposobnost celic po obsevanju s pomočjo testa proliferacije ter testa klonogenosti. Poleg tega 
smo preverili, kako ionizirajoče sevanje vpliva na morfološke značilnosti celic. Nenazadnje, 
citometrično smo določili vpliv ionizirajočega sevanja na imunogenost omenjenih celičnih 
linij, to je na prisotnost MHC-1 in PDL-1 v plazmalemi. S tem smo dosegli vse specifične 
cilje magistrske naloge: 
 
 Ovrednotiti in primerjati morfološke značilnosti neobsevanih in obsevanih celic treh 
tumorskih celičnih linij. 
 Primerjati proliferacijo in klonogenost neobsevanih in obsevanih celic treh tumorskih 
celičnih linij. 
 Kvantificirati in primerjati prisotnosti MHC-1 in PD-L1 na obsevanih in neobsevanih 
celicah treh tumorskih celičnih linij. 
 
Rezultati magistrske naloge so pokazali da: 
 
 Ionizirajoče sevanje vpliva na morfološke značilnosti celic celičnih linij B16F10, 
CT26 in 4T1. Viabilne celice so po obsevanju večje, opazimo pa tudi nekrotske in 
apoptotske celice. 
 Celice celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 imajo primerljive proliferacijske 
sposobnosti. 
 Celice celičnih linij CT26 in 4T1 so primerljivo radioobčutljive, medtem ko so celice 
celične linije B16F10 bolj radioobčutljive kot celice celičnih linij CT26 in 4T1. 
 Delež MHC-1 pozitivnih celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 se po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju ne spremeni. Na drugi strani obsevanje vpliva na izraženost 
MHC-1, vendar le pri celicah celične linije B16F10. 
 Ionizirajoče sevanje poveča delež PD-L1 pozitivnih celic celičnih linij B16F10 in 4T1 
in izraženost PD-L1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1. 
 Ionizirajoče sevanje višjih doz (18 Gy in 24 Gy) poveča delež dvojno pozitivnih celic 
pri celični liniji 4T1. 
 
Prvo hipotezo, ki pravi „Celice treh celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 imajo primerljive 
proliferacijske in klonogene lastnosti“ smo v magistrski nalogi delno potrdili. Celične linije 
B16F10, CT26 in 4T1 imajo primerljive proliferacijske lastnosti. Se pa razlikujejo v 
klonogenosti in radioobčutljivosti. Celice celičnih linij CT26 in 4T1 so primerljivo 
radioobčutljive, medtem ko so celice celične linije B16F10 bolj radioobčutljive kot celice 
celičnih linij CT26 in 4T1. 
 
66 
Maruna M.Vpliv ionizirajočega sevanja na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi clic treh mišjih tumorskih celičnih linij in vitro. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
Druge hipoteze, ki govori o prisotnosti MHC-1 v plazmalemi celic, „Ionizirajoče sevanje 
poveča delež MHC-1 pozitivnih celic B16F10, CT26 in 4T1“, nismo potrdili. Pokazali pa 
smo, da pri celični liniji B16F10 ionizirajoče sevanje poveča izraženost (MFI) MHC-1 v 
plazmalemi celic. 
 
Tretjo hipotezo, ki govori o prisotnosti PD-L1 v plazmalemi celic, „Ionizirajoče sevanje 
poveča delež PD-L1 pozitivnih celic B16F10, CT26 in 4T1“ smo delno potrdili. Pri celičnih 
linijah B16F10 in 4T1 smo potrdili, da ionizirajoče sevanje poveča tako delež MHC-1 
pozitivnih celic kot tudi izraženost PD-L1. Pri celični liniji CT26 ionizirajoče sevanje ne 
poveča deleža PD-L1 pozitivnih celic, vendar poveča izraženost PD-L1 v plazmalemi celic. 
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7 POVZETEK 
 
Imunogenost tumorja je sposobnost tumorja, da izzove imunski odziv. Imunski sistem v 
začetni fazi imunskega preurejanja uspešno prepreči rast tumorskih celic in razvoj tumorja. V 
zadnji fazi, pobegu, pa se tumorske celice tako spremenijo, da izgubijo imunogenost, 
antigenost, poleg tega pa se v tumorju lahko vzpostavi imunosupresivno tumorsko 
mikrookolje. Razvrščanje tumorjev glede na imunološki status predstavlja pomemben 
prognostični in napovedni dejavnik pri imunoterapiji. Kljub temu je samo razvrščanje 
tumorjev glede na imunološki status danes še vedno problematično. Imunogenost tumorja 
lahko ovrednotimo glede na mutacijsko breme, prisotnost MHC-1 in PD-L1 na tumorskih 
celicah ter glede na inflitracijo T celic in drugih imunskih celic v tumorsko mikrookolje. 
Imunoterapija in radioterapija predstavljata obetavno kombinirano terapijo za zdravljenje 
raka. Med drugim tudi zato, ker ionizirajoče sevanje vpliva na prisotnost MHC-1 in PD-L1 v 
plazmalemi tumorskih celic in na infiltracijo celic T v tumorsko mikrookolje. Na ta način 
lahko spreminja imunogenost tumorja in posledično potencira učinek imunoterapije. 
 
V magistrski nalogi nas je zanimala primerjava imunološkega statusa treh celičnih linij pred 
in po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju. Primerjali smo proliferacijo, klonogenost, 
radioobčutljivost in prisotnost MHC-1 in PDL-1 v plazmalemi celic celičnih linij B16F10, 
4T1 in CT26. Celični liniji CT26 in 4T1 sta nova celična modela v našem laboratoriju, zato 
smo ju najprej ovrednotili. S pomočjo testa proliferacije in testa klonogenosti smo določili 
proliferacijske in klonogene lastnosti celičnih linij in jih primerjali z lastnostmi dobro 
uveljavljene celične linije B16F10. V plazmalemi celic omenjenih celičnih linij smo s 
pomočjo pretočne citometrije preverili prisotnost MHC-1 in PD-L1 pred in po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju. Zanimalo nas je tudi, kako ionizirajoče sevanje vpliva na velikost 
celic omenjenih celičnih linij. Z barvanjem po Giemsi in pretočno citometrijo pa smo 
preverili, katere vrste celično smrt ionizirajoče sevanje povzroča.  
 
Pokazali smo, da imajo celične linije B16F10, CT26 in 4T1 primerljive proliferacijske 
lastnosti. Pokazali smo tudi, da so celice omenjenih celičnih linij radioobčutljive. In sicer, 
celice celične linije B16F10 so statistično značilno bolj radioobčutljive kot celice celičnih linij 
CT26 in 4T1, ki so primerljivo radioobčutljive (2-8 Gy). Rezultati so pokazali tudi, da 
ionizirajoče sevanje statistično značilno poveča velikost celic vseh treh celičnih linij ter 
apoptozo in nekrozo. Nenazadnje, dokazali smo prisotnost MHC-1 in PD-L1 v plazmalemi 
celic celičnih linij B16F10, CT26 in 4T1 ter, da se pojavnost obeh proteinov poveča po 
izpostavitvi celic ionizirajočemu sevanju. Natančneje, ionizirajoče sevanje je statistično 
značilno povečalo izraženost MHC-1 v plazmalemi celic, vendar le pri celični liniji B16F10. 
Hkrati pa je statistično značilno povečalo tako izraženost PD-L1 kot tudi delež pozitivnih PD-
L1 celic pri celičnih linijah B16F10 in 4T1. Na drugi strani je pri celični liniji CT26 
statistično značilno povečalo le izraženost PD-L1 v plazmalemi celic. Primerjava deležev 
MHC-1 pozitivnih neobsevanih celic pri omenjenih celičnih linijah je pokazala, da ima 
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celična linija B16F10 manjši delež MHC-1 pozitivnih celic kot celični liniji CT26 in 4T1, ki 
sta primerljivi. Delež PD-L1 pozitivnih celic je bil primerljiv med tremi celičnimi linijami. 
 
Zaključimo lahko, da ionizirajoče sevanje vpliva na imunogenost tumorskih celic celičnih 
linij B16F10, CT26 in 4T1 in vitro. In sicer, vpliva na prisotnost MHC-1 v plazmalemi celic. 
Poveča pa tudi izražanje PD-L1 v plazmalemi celic omenjenih celičnih linij. Slednje je pri 
zdravljenju raka lahko problematično. Na drugi strani pa je dobrodošlo, saj je pri 
imunoterapiji z inhibitorji kontrolnih točk imunskega odziva prisotnost liganda predpogoj za 
odgovor na terapijo. Pokazali smo, da so glede na določene raznolike imunološke lastnosti 
celic in vitro, celične linije B16F10, CT26 in 4T1 dobri modeli za imunološke študije. Za 
natančneje imunološko ovrednotenje celic testiranih celičnih linij so potrebne nadaljnje in 
vitro in in vivo raziskave. Med te sodijo predvsem določanje prisotnosti MHC-1 in PD-L1 ter 
drugih imunološko pomembnih biomarkerjev tumorja, določanje infiltracije T celic v tumor 
ter mutacijskega bremena pred in po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju. V prihodnosti bi 
bilo zanimivo preveriti tudi, kako na imunogenost tumorja vpliva frakcionirano ionizirajoče 
sevanje ter primerjati učinkovitost omenjenih oblik obsevanja. 
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